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Chemische und physiologische Untersuchungen iiber Wismut. 
V. Mitteilung: 
Uber die Ausscheidung intramuskulir und subkutan verabreichten Wismuts. 
Von 
L. Kiirthy (Budapest). 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 22. Juni 1924.) 


In der vorhergehenden Mitteilung habe ich in Gemeinschaft mit 
Herrn Dr. Hans Miiller gezeigt, daB erhebliche Quantititen Wismut 
einem Hunde per os zugefiihrt werden kénnen, ohne daB es zu einer 
Vergiftung kommt, dabei betrug die Gesamtausscheidung kaum ein 


Drittel des zugefiihrten Wismuts. Gelegentliche Untersuchungen am 
Harn von Patienten der hiesigen Hautklinik, welche intramuskulir 
Wismut erhalten hatten, zeigten, daB im Gegensatz zu der Zufithrung 
per os bei dieser Applikationsart die Ausscheidung im Harn relativ 
erheblich war verglichen mit der im Kote. Da die Frage der Ausscheidung 
des Wismutmetalles sowohl von theoretischen wie von praktischen 
Gesichtspunkten aus wichtig erscheint, bin ich dieser Frage noch 
systematisch nachgegangen und habe deshalb im Tierexperiment den 
EinfluB der Applikationsart auf die Ausscheidung studiert. 

Meine ersten Versuche betrafen die Ausscheidung des _ ,,Oleobi*, 
das von der hiesigen Firma Hoffmann, La Roche & Co. in den Handel 
gebracht wird und mir von Herrn Dr. M. Guggenheim in dankens- 
werter Weise zur Verfiigung gestellt wurde. Ich habe, wie aus Tabelle I 
ersichtlich ist, an vier aufeinanderfolgenden Tagen in steigenden Dosen 
im ganzen | g Wismut injiziert, was der Hund ausgezeichnet gut vertrug. 
Ich habe dann einen Monat hindurch die tigliche Ausscheidung des 
Wismuts im Harn und Kot quantitativ bestimmt. Die Werte sind 
aus Tabelle I ersichtlich, Wie man aus den Zahlen sieht, ist die 
Ausscheidung im Kote in den ersten Tagen ziemlich betriichtlich, um 
dann aber abzunehmen, im Harn hilt sie sich nach einer anfinglichen 
Steigerung sehr bald auf einer mittleren Héhe, um dann spiiter einen 
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Tabelle 1. 

Bi. ; - Se “Te 

Appli- = aaa sind — 

kation |——_—— =e eee ee es ee ee ee Detem 

| im Kot | im Herm Kot Harn im Kot im Ham 

8 | 8 ccm Proz. Proz. 

0,10 _ _ — — oo — 19, IIT. 

0,20 0 1,26 64,6 920 19. bis 20. IIT. 

0,30 7,74 1,66 71,7 1250 72,6 27,4 20. ,, 21. IIT. 

0,40 2,99 1,87 20,5 1120 615 38,5 Se oe. 
— — 3,49  Verstoptung 1080 _ _ 23. , 23.11). 
—- 4,79 1,89 26,6 1900 47,1 52,9 23. , 2. ITI. 
= | foe} ate! ““ele™*| i200 | sia | cae 25. 7 201IL 
— ’ ) ’ ; 9 ' 6. - 
_ 1,98 5,94 13,8 800 25,0 75,0 26. , 27.111. 
_ 2,07 5,12 20,3 670 28,8 71,2 ae Se 
_ 4,25 2,83 30,8 690 60,0 40.0 28 , 29. IIL. 
—_ 4,32 6,91 24,3 1850 38,5 61,5 30. . 31. IT]. 
—_ — 4,79 Verstopfung 1340 —_ \i— 31.111 bis LIV. 
os 5,02 4,51 46,8 1180 35,0 | 65,0 l. bis 2.1V 
—_ } 5,05 3,36 18,0 70 598 40.2 a - wae 
— |} 1,41 2,57 | 43,6 820 35,4 64,6 ene 
— | 3,65 3,79 25,1 1200 49,0 51,0 4, &.IV 
_ — 4,41 || Verstopfung, 1400 | — — - . Oar. 
— | 56,12 4,94 | 33,3 1120 | 346 €54 ae Ff |e 
-_-i- 3,14 Verstopfung 1820 _ —_ A 
— | 431 3,62 29,7 1080 39,0 61,0 6. sIV. 
a | = 3,18 Verstopfung) 800 -- _ >< oe IV. 
— | 3,91 2,80 34.2 | 1400 | 395 | 605 «ser. 
—i— 3,26 | Verstopfung 1850 — |j— as Sf 
— | 2,57 2,91 | 27,5 | 1130 29,4 70,6 1% , 13. IV. 
— | 311 3,72 | 22,7 1920 | 362 638 13. , 16.IV. 
— | 3,61 3,16 37,6 | 1180 15. , 16. IV. 

a i _= | 306 | Verstopfung, 750 41,0 59,0 16. ® 17. IV. 

1,0 7 1,94 102,75 | — |} — | 412 | 58,8 | Total v.20.1I1. bis 17.1V. 


gleichmaBigen Grad einzuhalten. Im ganzen betrug wihrend der 
30 Tage, wahrend deren ich die Ausscheidung untersuchte, die Ge- 
samtmenge im Harn 58,8 Proz. und nur 41,2 Proz. im Kote, im 
ganzen aber auch nur etwa 20 Proz. der zugefiihrten Menge. Es wurde 
also die eingefiihrte Menge nur sehr langsam vom Kérper eliminiert, 
es gelang demnach mit Hilfe dieser intramuskuliren Injektion ein wirk- 
sames Depot im Kérper zu erzielen. Ich habe mich weiter bis Ende 
Mai durch gelegentliche Untersuchungen tiberzeugt, daB die Wismut- 
ausscheidung im Harn anhielt. Dies scheint bei allen Applikations- 
arten zuzutreffen, denn auch bei dem in der vierten Mitteilung er- 
wahnten Hunde, derWismut per os erhalten hatte, war eine Ausscheidung 
des Metalles noch nach drei Monaten feststellbar. 

Durch die Freundlichkeit der Sachsischen Serumwerke, Dresden. 
stand mir endlich noch ein weiteres Priparat zur Verfiigung, naimlich 
das sogenannte Bismokutan, das, wie mir angegeben wurde, das Wismut 
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Tabelle 11. 





‘ Vom 
Bi mg Bi Gesamtmenge ausgeschiedenen Bi 
A ppli- sind enthalten 
kation > eee - age : Osten 
tan Kot | ten Hom Kot Harn im Kot” im Harn 
g g ccm Proz. Proz. 
0,190 —_— _ — —_— _ _— 12. V. 
0,190 8,93 Spuren 44.8 1180 } — — 12. bis 13. V. 
0,190 — 1,13 Verstopfung 950 || 88,8 11,2 m= a V. 
0,190 19,83 1,22 43,3 720 94,2 5,8 4. , 16.V. 
0,190 13,70 1,45 38,7 1320 90,4 9.6 Pe. me 
0,190 46.29 1,77 32,6 930 96,3 7 i: a. ae We 
0,190 3749 2.60 25,9 1230 93,5 65 a. ae. 
_ 36,97 241 24.6 70 93,9 6,1 se +A 
0,190 58,27 2,28 32,3 830 96,2 3,8 19. , 20.V. 
0199 — — | Verstopfung) — —~ = ae SB 
0,190 6440 274 53,0 1400 95,9 4,1 a = 2k ee 
0,190 — 2.66 Verstopfung) 920 == _— 22. , 23. V. 
—- 7,82; 291 24.4 - 1120 92,4 7,6 23. , 24. V. 
— 63,18 2,17 28,6 | 980 96,7 3,3 4. , 2. V. 
_ _ 2,31 | Verstopfung) 820 ) — _ 25. , 26.V. 
0380 51,62) 2,12 39,8 920 | 92,1 7,9 | 2. , 27.V. 
—_ 64,38 3,39 419 850 95,0 5,0 27. , 2%.V. 
= 56,17 3,85 49.2 | 1490 93,6 6,4 28. , 20.V. 
o 29,22; 228 | 324 750 92.8 7,312. , 31V 


— 2664) 1,85 36,7 690 935 | 65 | 31.V. bis 1. VI. 
— 2243) 1,26 272 (1100) 947 | 53 | 1. bis 2. VI. 
— | 2119) 118 31.7 950) 947 | 53 | 2 , 3.VI. 


247 | 688,53 41,58 si — | 943 | 5,7 || Total vom13.V.bis3.V1. 


nicht wie bei den Seignettesalz-Wismutlésungen als Bismutylradikal, 
sondern als Bismution enthilt. Mit Hilfe dieses Priparats gelang 
es mir leicht, Wismut durch Verreiben auf der Haut dem Versuchs- 
hunde beizubringen. Ich habe, wie aus Tabelle Il hervorgeht, in 
taglichen Dosen von 0,19g zunichst innerhalb 11 Tagen dem Tiere 
2,09 g einverleibt und ihm dann auf einmal 38 cg beigebracht, da 
der Hund, abgesehen von einer voriibergehenden Verstopfung (wie sie 
auch bei den anderen Wismutpriiparaten und sogar starker vorkam), 
das Praparat gut vertrug. Von der gesamten zugefiihrten Menge 
kamen innerhalb 20 Tagen ungefihr 30 Proz. zur Ausscheidung. Die 
Art der Ausscheidung ist aber bei der perkutanen Zufiihrung dieses 
Praiparats total verschieden von der bei der intramuskuliren Oleobi- 
applikation. Fast alles Metall erscheint nimlich im Kote, von der 
gesamten zugefiihrten Menge sind es 94,3 Proz. und nur 5,7 Proz. im 
Harn. Dabei ist die Verteilung zwischen Kot und Harn wiihrend der 
ganzen Versuchszeit auffallend gleichméBig. Man kann also auf diesem 
Wege in ganz hervorragender Weise demonstrieren, daB der Darm 
ein Ausscheidungsort der Schwermetalle ist, was auch in therapeutischer 
Richtung vielleicht nicht ohne Interesse ist. 
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Allen bisher angestellten Versuchen gemeinsam ist das iiber- 
raschend starke Retentionsvermégen des Organismus. Das ergibi 
sich nicht nur daraus, daB die Ausscheidung hinter der zugefiihrten 
Menge zuriickbleibt, sondern auch daraus, daB die Wismutausscheidung 
wochen- und monatelang anhalt. Der in der vierten Mitteiluny 
erwihnte Hund schied noch drei Monate nach der Zufiihrung der 
groBen peroralen Wismutdose im Kote Wismut aus. Ich habe ihn dann 
mit Strychnin vergiftet und die einzelnen Organe auf ihren Wismut- 
gehalt untersucht. Die Methodik war die in der dritten Mitteilung') 
ausfiihrlich beschriebene. 





Tabelle III. 
Ougme mg Bi — - 
Gehirn .. 0,89 | 77,8 
: ar 5,33 | 36,3 
Nieren. . . 7,01 68,5 
Darmkanal | 25,51 | 392.5 
Leber... 28,41 261,5 


Tabelle III gibt einige wesentliche Resultate. Relativ viel Wismut 
finden wir im Darmkanal, auch in der Leber, ebenso in der Milz und 
vielleicht kann auch der relativ hohe Gehalt der Niere dafiir verant- 
wortlich gemacht werden, daB immer wieder Klagen laut werden tiber 
Nierenschidigung bei langerer Wismutdarreichung?). An unserem 
Hunde war freilich keine pathologische Veriinderung der Niere zu er- 
kennen. Die Deponierung von etwas Wismut im Gehirn entspricht 
den Erfahrungen mit anderen lipoidléslichen Metallen. Dagegen war 
eine Untersuchung der Haut ergebnislos, obgleich wir ein immerhin 
groBes Stiick in Arbeit nahmen. Sie kommt also als Depotorgan kaum 
wesentlich in Betracht. 


1) Diese Zeitschr. 149, 235, 1924. 
*) Vgl. L. Blum, Compt. rend. soc. biol. 1923. 
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Zur Frage nach der Beeinflussung der Wirkung von 
Medikamenten durch Lecithine, V. 


Von 


D. M. Lawrow. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium des medizinischen Instituts 
in Odessa.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1924.) 


In unseren Mitteilungen tiber die Beeinflussung der Wirkung von 
Medikamenten durch Lecithine (1) sind die an Fréschen ausgefiihrten 
Versuche beschrieben, welche Versuche sich den in den Jahren 1910 
bis 1912 auch an den Fréschen angestellten Versuchen anschlieBen (2). 
Wir bedienten uns zur Vergiftung bei den genannten Untersuchungen 
folgender Substanzen: Strychnin, Curare, Athylalkohol, Chloralhydrat, 
Phosphor, Phenol, Sublimat, Aether sulfur., Resorcin, Agrostemma- 
saponin, Campher, Cantharidin, Ricin. Diese Versuche zeigten uns, 
daB die Lecithine die Wirkung der genannten Arzneimittel bzw. Gifte 
beeinfluBten. Bei Vergiftungen mit Strychnin, Curare, Alkohol und 
anderen Substanzen riefen die Lecithine eine verschiedene Beein- 
flussung hervor: die kleineren Dosen der Lipoide hemmten die Ver- 
giftungen, die mittleren und gréBeren Dosen begiinstigten diese Ver- 
giftungen. Bei der Anwendung von Phosphor, Phenol, Resorcin, 
Campher und Agrostemmasaponin beeinfluBten die Lecithine die 
Wirkung dieser Stoffe nur verstirkend. 

Die Lecithinwirkung bei den Vergiftungen der Frésche ist wesentlich 
abhingig auch von dem Allgemeinzustande der Tiere. Die frischen 
Tiere, d. h. die frisch eingefangenen, sind viel mehr der Beeinflussung 
der Lecithine zuginglich als diejenigen, welche schon mehr oder weniger 
lange Zeit im Laboratorium verbracht bzw. iiberwintert hatten. 

Die Beeinflussung der Lecithine ist abhiingig von der Art der 
Einfiihrung der Lipoide, man kann entweder die vorhergehende oder 
die gleichzeitige oder die nachfolgende Einverleibung anwenden. 


An den Warmbliitern ist die besprochene Beeinflussung der Lecithine 
von folgenden Autoren untersucht. B. Danilewsky war der erste, welcher 
die Fahigkeit der Lecithine, auf das Herz einzuwirken, konstatierte (3). 
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178 D. M. Lawrow: 


Nach seinen Angaben sind die Lecithine ein wichtiger chemischer Regulat«, 
des Herzens, ein ,,Cardiomuscularis** Stimulans. J. Nerking (4) hat de: 
EinfluB der Lecithine auf den Verlauf der Narkose, die durch Ather, Chlorc 
form, Morphium, Urethan, Novocain, Stovain und Chloralhydrat herve: 
gerufen wurde, niher gepriift. Als Versuchstiere dienten Hunde, Kaninchen, 
Ratten. Die Lecithine iibten einen Einflu8 auf den zeitlichen Verlauf und 
die Nachwirkungen der Narkose aus, und zwar im Sinne einer Abkiirzung 
der Narkose, einer friiheren Riickkehr der Empfindung und eines Aus 
bleibens iibler Nachwirkungen. 

H. de Waele (5) hat die Lecithinwirkung bei einigen Alkaloid- und 
Texinvergiftungen erprobt. Zu seinen Versuchen benutzte der Autor 
Kaninchen und Meerschweinchen. Die Vergiftung wurde mit Coniin, 
Strychnin, Brucin, Cocain, Diphtherietoxin und Ricin bewirkt. Nach 
dem Autor haben geringe Dosen von Lecithin eine giftverstarkende Fihig- 
keit; gréBere einen hemmenden Einflu8 auf die Wirkung der genannten 
Substanzen. 

Nach J. Michailowsky (6) und Lifschitz (7) besitzen die Lecithine eine 
stimulierende Wirkung auf das Herz, indem sie eine allmihliche, bisweilen 
sehr starke VergréBerung der Herzschlagamplituden erzeugen, zugleich 
die Zah! derselben vergré8ern und Alternationen, falls solche vorher vorhanden 
sind, zum Schwinden bringen. 

Die Versuche von M. Katznelsohn (8) an isolierten normalen und ver- 
gifteten Herzen warmbliitiger Tiere ergaben, daB die Lecithine selbst in 
Verdiinnungen von 1: 500000 eine giinstige Wirkung auf das normale Herz 
ausiiben; bei vergifteten Herzen hatten die Lecithine in Konzentrationen 
von 1: 100000 bis 1: 50000 eine deutliche belebende Wirkung, indem sie 
die Amplituden der Herzkontraktionen verstarkten. 

D. Lawrow und W. Woronzow (9) berichten iiber die Wirkung der 
Lecithine auf das nicht isolierte Herz bei Vergiftungen mit Alkohol, Chlora!- 
hydrat, Schwefelither, Chloroform und Muscarin; diese Stoffe wurden in 
verschiedenen Kombinationen angewandt. Es zeigte sich, daB die Lecithine 
in Dosen von 0,02 bis 0,05 g pro 1 kg des Kérpergewichts eine deutliche 
belebende Wirkung auf das vergiftete Herz ausiibten. 

E. Hanschmidt (10) hat eine Reihe von Lecithinversuchen an Kaninchen. 
Meerschweinchen, Hunden und Miusen ausgefiihrt. Zur Vergiftung dienten 
folgende Substanzen: Alkohol, Chloralhydrat, Veronal, Chloroform und 
Ather (Narkose), Curare, Strychnin, Morphium, Ricin, Apomorphin. 
Muscarin, Atropin, Sublimat und Phosphor. Nach diesen Versuchen ist 
der Einflu8 der Lecithine von der pharmako-dynamischen Natur des an- 
gewandten Arzneimittels bzw. Giftes, von der GréBe der Gabe von Lipoiden 
und vom allgemeinen Zustande des Tieres abhangig. Es gibt Gifte, auf 
deren Wirkung die Lecithine nur einen verstiarkenden Einflu8 ausiiben. 
z. B. Ricin. 

Weiss (11) gelangte bei den Versuchen mit Ather und Chloroform zu 
dem Ergebnis, daB eine Abschwichung der narkotischen Wirkung de- 
Chloroforms und Athers durch Lecithine derart gering war, daB sie als 
innerhalb der Versuchsfehler bezeichnet werden kann. Bei den Versuchen 
mit Morphium zeigte sich, daB der abschwiichende EinfluB der Lecithine 
auf das durch Morphium gelahmte Atemzentrum unverkennbar war. [Dic 
Versuche von Leo (12) betreffen den Einflu8 der Lecithine auf die Krampt- 
wirkung und die atemzentrumerregende Wirkung des Camphers. 
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Die mit Morphium und Campher angestellten Versuche von H. Breuer(13) 
ergaben eine Erweiterung der von Leo mitgeteilten Ergebnisse, wonach die 
intravenése Einverleibung von Lecithinen eine Erhéhung des Atemvolumens 
bewirkt und eine Abschwaichung der Morphiumwirkung sowie der Campher- 
wirkung verursacht. 


Die unten beschriebenen Versuche wurden an Kaninchen aus- 
gefihrt. Die Anwendung der Lecithine geschah in der Form einer 
10proz. Emulsion, welche 0,9 Proz. Kochsalz enthielt. Die Gabe von 
Lecithin war 0,5g pro 1 kg Kérpergewicht gleich. Zur Vergiftung 
dienten Strychninnitrat und Morphiumchlorid, welche subkutan an- 
gewandt wurden. 


Versuche mit Morphium. 


Diese Versuche wurden an zwei erwachsenen Kaninchen aus- 

gefiihrt. 
Versuche 1 und Ia. 

Beim Versuch 1 erhielt Kaninchen 1 vom Kérpergewicht 2100 g 
0,42 g Morphiumchlorid. 14 Tage nach diesem Versuche bekam dieses 
Kaninchen intraperitoneal die Lecithine und darauf, und zwar nach | Stunde 
30 Minuten, das Morphium (Versuch 1a). 

Versuch 1 Versuch 1a. 

1. Periode. Mehrere Minuten nach dem Inji- 
zieren des Giftes liegt das Kaninchen ununterbrochen 
fast ganz unbeweglich auf der Seite. Atmung ist bis 
auf 8 bis 12 in der Minute verlangsamt, Reflexe 
eee eee ee 20’ 19’ 

2. Periode. Bald liegt das Tier unbeweglich flach 
auf dem Bauch, Kopf herabhangend; bald, und zwar 
selten, bewegt es sich hin und her, sehr trage, indem 
die hinteren Extremititen nachgeschleppt werden ; 
bald sitzt es mehrere Minuten und l&Bt sich flach auf 
den Bauch legen, indem es in dieser Stellung, Kopf 
herabhingend, bis zu 10 und mehr Minuten bleibt. 
Die Reflexe ziemlich stark herabgesetzt .... . etwa 8h 1b 12’ 

3. Periode. Das Kaninchen sitzt und bewegt sich 
wie normal, J4Bt sich nicht auf die Seite oder auf den 
Bauch legen; die Atmung und die Reflexe sind fast 
normal nach Verlauf von (vom Anfang der Ver 
ER, 6-5. Ge 0a ts 8, pt oe ke mehr als 95 36 20’ 


Versuche 2 und 2a. 
Kaninchen 2, vom Kérpergewicht 2300 g, bekam 0,2 g Morphium pro 
1 kg (Versuch 2). Nach 14 Tagen erhielt dieses Kaninchen intraperitoneal 
die Lecithine und darauf, nach 1 Stunde 30 Minuten, das Morphium 
(Versuch 2a). 

















Versuch 2 | Versuch 28 
1. Periode (s. oben) . . | 30 Min. 32 Min. 
2. are Slee 6 a 10 Std. 25 Min. 
add, > oridkb: 3 Beatie mehr als 12 Std. | 1 Std. 45 Min. 
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Versuche 3, 3a und 3b. 


Diese Versuche wurden am Kaninchen | ausgefiihrt. Zwischen diese 
drei Versuchen lag ein Zeitraum von 14 bis 16 Tagen. Die Lecithine wurden 
bei Versuchen 3 und 3a intraperitoneal, bei Versuch 3b in die Vena jugulari. 
eingespritzt. Beim Versuch 3 bekam das Tier die Lecithine 2 Tage vor dem 
Injizieren des Morphiums; bei Versuch 3a 4 Tage vor dem Alkaloide und 
beim Versuch 3b 1 Stunde 30 Minuten vor der Einfiihrung des Giftes. 

Versuch 3. Die erste Periode (s. oben) dauerte 18 Minuten. Gleich 
darauf sitzt das Tier fast wie normal, liegt nicht, bewegt sich frei, lib: 
sich weder auf die Seite, noch auf den Bauch legen. Von Zeit zu Zeit, und 
zwar ziemlich selten, im Verlauf 2 Stunden 25 Minuten, entstehen dice 
klonischen Krampfe. Nachdem ganz normal. 

Versuch 3a. Keine Stérungen der Bewegungen. Zuerst, und zwar 
die ersten 20 bis 25 Minuten, war die Atmung etwas verlangsamt-und ober- 
flichlich, die Reflexe etwas abgeschwicht. Im allgemeinen verhilt sich das 
Tier wie normal. 

Versuch 3b. Die ersten 15 bis 20 Minuten liegt das Tier, indem es 
ununterbrochen Gehversuche macht. Dabei sind die Reflexe etwas ab- 
geschwicht, das Atmen etwas verlangsamt und oberflichlich. Weiter 
verhalt sich das Tier normal, indem es sitzt und sich ganz frei bewegt, labt 
sich nicht auf die Seite und den Bauch legen usw. 


Diese Versuche bestitigen die Angaben von J. Nerking und EZ. Han- 
schmidt. Es ist von Interesse, daB die Lecithine bei der intraperitonealen, 
4 Tage vor dem Einspritzen des Morphiums gemachten Einfiihrung 
am stirksten einwirkten. 


Versuche mit Strychnin. 
Das Strychninnitrat wurde in Gabe 0,75 mg pro 1 kg Kérpergewicht 
subkutan injiziert. 
Versuche 4 und 4a, 
Ein Kaninchen bekam Strychninnitrat (Versuch 4). Nach 12 Tagen 


wurden ihm die Lecithine intraperitoneal und darauf, nach 1 Stunde 
30 Minuten, das Alkaloid eingefiihrt (Versuch 4a). 




















Versuch 4 Versuch 4a 
1. Dauer der Periode vor den Krampf- | 
ee ee a miei Ihab Cle Dae | 29 Min. 3 Min. 
2. Dauer der Tetanusanfille. ..... . | 42 Sek. | etwa 500 Sek. 
3. Dauer der Periode der Krampfanfille. 10,5 Min. 47 Min. 
4. Dauer der Strychninwirkung .... . | 35 Min. | Todnach 51 Min. 


Versuche 5, 5a und 5b. 


Einem Kaninchen wurde Strychninnitrat eingespritzt (Versuch 5). 
Nach 12 Tagen bekam das Tier die Lecithine intraperitoneal und darauf, 
nach 1 Stunde 30 Minuten, das Strychnin (Versuch 5a). Nach Verlauf 
von folgenden 7 Tagen wurden dem Kaninchen noch einmal die Lecithine 
und darauf, und zwar nach 4 Tagen, Strychnin eingefiihrt (Versuch 5b). 
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Versuch 5 Versuch 5a Versuch 5b 


1. Pericde (s. oben) . . 26 Min. 5,5 Min. 12 Min. 
Betts Sete so \_ 6.6 90 Sek. 165 Sek. 80 Sek. 
te tei iar sd ak 08 15 Min. 1 Std. 28 Min. 8 Min. 
4 a gete) ee eo 1 Std. 1 Min. 1 Std. 45 Min. Tod nach 15 Min. 


Versuche 6 und 6a. 
Am 21. Januar 1924 erhielt ein Kaninchen das Strychnin (Versuch 6). 
Am 5. Februar 1924 wurden die Lecithine intraperitoneal und am 7. Februar 
1924 Strychnin eingefiihrt. 





Versuch 6 Versuch 6a 
1. Periode .. 35 Min. 8 Min. 
2. i“ em 25 Sek. etwa 250 Sek. 
3. . % 15 Min. | 6 Std, 27 Min. 
4. " a 1 Std. 5 Min. | etwa 7 Std. 


Versuche 7 und 7a, 
Beim Versuch 7 erhielt ein Kaninchen Strychnin. Nach 14 Tagen 
wurden ihm die Lecithine in die Vena jugularis und nachher, nach | Stunde 
30 Minuten, das Strychninnitrat eingefiihrt (Versuch 7a). 











‘Wenath 7 Versuch 7a 
Bo eee 13 Min. | 27 Min. 
3. ae 2 oe 95 Sek. 45 Sek. 
3. eer Sere ee 28 Min. 21 Min. 
4 . oe a Peed 58 Min. 37 Min. 


Versuche 8 und 8a. 

Diese Versuche wurden an einem Hunde angestelit. Der Hund von 
7800 g bekam 2,4 mg Strychninnitrat subkutan (Versuch 8). Nach 3 Wochen 
wurden ihm 4,0g Lecithine in eine FuBvene und danach, nach | Stunde, 
Strychnin subkutan eingespritzt (Versuch 8a). 





Versuch 8 | Versuch 8a 
1. Periode . ... 4 Min. 18 Min. 
2. ‘ 56s e 215 Sek. | 63 Sek. 
3. . oss % 55 Min. 32 Min. 
4. “ é owy 2 Std. 18 Min. 42 Min. 


Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daB die aut intra- 
peritonealem Wege in angegebenen Dosen einverleibten Lecithine einen 
verstirkenden Einflu8 auf die Wirkung von Strychnin ausiiben. Bei 
aer intravenésen Einspritzung hemmen die Lecithine die Giftwirkung 
des Strychnins, der EinfluB, welcher schon von H.de Waele und 
E. Hanschmidt konstatiert war. Es ist von Interesse, daB die Beein- 
flussung der Wirkung von Morphium durch Lecithin bei der intra- 
peritonealen Einfiihrung dieser Lipoide ganz anders sich gestaltet als 
die Beeinflussung der Strychninwirkung. 
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Die endokrinen Driisen und der Blutkalk. 


Von 
S. Leites. 


[Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des medizinischen 
Instituts zu Charkow (Russland)]. 


(Eingegangen am 10. Juni 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bis auf die letzte Zeit wurde die Bedeutung des Calciums im Stoff- 
wechsel nur von der quantitativen Seite bewertet. In zahlreichen 
Untersuchungen iiber den Kalkstoffwechsel wurde die Menge des ein- 
gefiihrten und ausgeschiedenen Kalkes berechnet und daraus die Bilanz 
in positivem oder negativem Sinne gezogen. Erst in letzter Zeit begann 
man, die qualitative, physikalisch-chemische Seite des Kalkstoff- 
wechselproblems, die Wechselbezichungen zwischen Calcium, den 
Kationen, Anionen und dn Kolloiden zu beriicksichtigen, indem man 
darauf hinwies, daB auch bei positiver Calciumbilanz der intermediire 
Kalkstoffwechsel qualitativ betrichtlich gestért sein kann. 


Das im Blut enthaltene Calcium setzt sich nach Rona und Takahashi 
aus drei Komponenten zusammen: 1. aus den freien Ca-Ionen, 2. aus den 
nicht dissoziierten Kalksalzen, die hauptsichlich in der Form von Bi- 
carbonaten — Ca(HCQO;), — auftreten, und 3. aus Calcium, das an Eiwei8 
gebunden ist, wobei das ionisierte + nicht dissoziierte Ca ungefihr 75 Proz. 
der Gesamtmenge, das an Kolloide gebundene 25 Proz. ausmacht. 

Der physiologisch wirksamste Teil des Calciums ist seine ionisierte 
Form. Den Ca-Ionen kommen, abgesehen von ihrer Bedeutung, die sie fiir 
die Herstellung des normalen osmotischen und Ionen-Gleichgewichtes des 
Blutes haben, noch spezifische Eigenschaften zu. So haben die Ca-Ionen 
eine tonisierende Wirkung auf das Herz, indem sie die Systole verstarken, 
auf die glatte Darmmuskulatur dagegen iiben sie eine genau entgegen- 
gesetzte Wirkung aus, die somit mit derjenigen des Sympathicus zusammen- 
fallt. Ferner setzt Calcium die Erregbarkeit der Nerven- und Nerven- 
Muskelapparate herab, wirkt entquellend auf die Muskeln und Odeme 
(Hiielse, Hamburger), reguliert die Stabilitat der kolloidalen Membranen, 
indem es ihre Permeabilitat verringert und die die Epithelien verbindende 
Kittsubstanz verdichtet, usw. Was das Verhalten des Calciums zu den 
anderen Ionen betrifft, so verringert das Calcium die erregende Wirkung der 
Na-Ionen sowie die niederdriickende und lisende Wirkung der K-Ionen 
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und ist mithin als Antagonist dieser beiden Ionenarten aufzufassen. Andere; 
seits kénnen die Mg-Ionen die verdichtende, adstringierende Wirkung de- 
Calciums ersetzen und, umgekehrt, erhéht das Calcium die niederdriickend: 
und narkotische Wirkung des Magnesiums auf die automatisch regulierten 
Organe. Wie wichtig eine bestimmte Konzentration der Ca-Ionen fiir den 
regelmaéBigen Verlauf der einen oder anderen physiologischen Prozesse ist, 
geht aus den Untersuchungen von Hamburger, Brinkmann und van Dam 
hervor, welche nachgewiesen haben, daB die normale Undurchlassigkeit 
der Nierenkanilchen fiir Glukose durch eine streng bestimmte Ca-Ionen 
konzentration bedingt ist; durch die geringste Abweichung nach der einen 
oder anderen Seite wird bereits eine Durchlassigkeit fiir Zucker herbeigefiihrt. 
Geiger und O. Loewi konnten, indem sie zur Ringerschen Lésung + Adrenalin 
Kalksalze hinzufiigten und diese Lésung durch die isolierte Leber durch 
leiteten, eine verringerte Zuckerabgabe durch die Leber konstatieren. Das 
beim Durchleiten der Fliissigkeit durch das Froschbein entstehende Oden 
konnte Hamburger durch eine bestimmte Ca-Ionenkonzentration verhiiten ; 
bei schwacherer Konzentration trat das Odem auf, bei stirkerer traten eine 
starke GefaéBverengerung und Austrocknen des Beines ein. Die Konzentration 
der Ca-Ionen im Blute ist ihrerseits durch diejenige der H*- und HCO,- 
Ionen bestimmt. Rona und Takahashi schlagen folgende Forme! zur Be- 
stimmung der Konzentration der Ca-Ionen vor: 
ial H* _ Cat*. HCO; 
Ca = * 00 oder K = —— 

Wie aus dieser Forme! ersichtlich ist, ruft somit eine Erhéhung der 
Bicarbonat- und Phosphationen, die zur Blutalkalosis fiihrt, eine Abnahme 
der Ca-Ionenkonzentration bzw. seines Gesamtgehaltes im Blute hervor. 
Indem wir zur Frage des quantitativen Ca-Gehalts im Blute iibergehen, ist 
zu bemerken, daB, wahrend nach den friiheren Untersuchungen die Ca- 
Menge im Blute innerhalb weiter Grenzen schwankte (von 4 bis 40 mg-Proz. 
Ca), gegenwiirtig dank der vervollkommneten Methodik festgestellt ist, 
daB der Ca-Gehalt im Blute durch seine Bestindigkeit sich auszeichnet und 
nur geringe Schwankungen aufweist. So enthailt nach Jansen das Blut des 
erwachsenen Menschen 8,5 mg-Proz. Ca, wobei diese Zahl um 1 mg nach 
beiden Seiten schwanken kann. Nach Kramer und Tisdall enthilt das 
Serum des Menschen 9,2 bis 10,8 mg-Proz. Ca; Leicher und Herzfeld und 
Lubowsky geben fiir das Serum etwas gréBere Zahlen an: 10,8 bis 11,6. 
Bei Kindern ist der Ca-Gehalt im Blute etwas héher als bei Erwachsenen ; 
so betrigt er nach Jansen 14,8 mg-Proz. Ca. R. Mayer, Gyorgy und Krame 
sowie Kneschke geben fiir das Serum der Séuglinge die Durchschnittszah! 
11,25 mg-Proz. Ca an. Der Ca-Gehalt im Blute ist unter normalen Bedin- 
gungen ein streng konstanter, und die Faktoren, die auf den Kalkstoffwechse| 
bei Gesunden einwirken, veriindern die Ca-Menge im Blute fast nicht ( Billig. 
heimer, Aschenheim), wobei die Verabreichung von selbst groBen Ca-Mengen 
per os (bis 6,0) auf den Ca-Gehalt im Blute keinen Einflu8 hat (Jansen. 
Meysenburg, R. Mayer u.a.). Bei subkutaner und intravenéser Zufuhr 
von Ca-Salzen wird der Ca-Gehalt im Blute nur auf eine sehr kurze Zeit 
(10 bis 20 Minuten) erhéht, worauf er schnell zur Norm zuriickkehrte 
(Heubner und Rona, Sieburg und Kessler, Bliithdorn u.a.). Interessant 
ist die Tatsache, daB auch bei pathologischer Verminderung des Blut- 
ealciums die Zufuhr von Ca den Blutgehalt an letzterem nicht erhoht 
(Jakobowitz). 
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Diese auBerordentliche Beharrlichkeit des Organismus in seinem 
Bestreben, das Calcium bzw. dessen Ionen auf einem bestimmten 
Niveau im Blute festzuhalten, deutet klar darauf hin, welche Bedeutung 
die Caleiumkonstante des Blutes fiir das normale Leben hat, und es 
ist daher begreiflich, daB jede Stérung oder Abweichung dieser Kon- 
stante eine ganze Reihe pathologischer Erscheinungen zur Folge 
haben muB. 

Schon a priori ist anzunehmen, daB die endokrinen Driisen, die 
michtige Regulatoren der chemischen und _physikalisch-chemischen 
Vorgange im Organismus sind, ihre regulierende Wirkung auch in bezug 
auf den Calciumgehalt im Blute geltend machen. Andererseits stehen 
pathologische Erscheinungen, wie Rachitis, Tetanie und Osteomalacie, 
bei welchen eine Stérung des Kalkstoffwechsels bzw. der Calcium- 
konstante des Blutes in den Vordergrund tritt, in enger Beziehung zu 
einer gestérten Funktion der endokrinen Driisen. Dieser Umstand 
veranlaBte uns, die Beziehung, welche zwischen den endokrinen Driisen 
und dem Calciumgehalt des Blutes besteht, klarzulegen. Wir machten 
es uns zur Aufgabe, den EinfluB, welchen die Exstirpation dieser oder 
jener Driise mit innerer Sekretion auf die Calcitumkonstante des Blutes 
hat, zu studieren. Zu diesem Zwecke wihlten wir die Thymusdriise, 
die Schild- und Nebenschilddriise, sowie die Geschlechtsdriisen, die, 
wenn man nach den Literaturangaben urteilen darf, in enger Beziehung 
stehen zu dem Mineral- und insbesondere zu dem Kalkstoffwechsel. 
Wenn auch iiber den Einflu8 dieser Drisen auf den allgemeinen Kalk- 
stoffwechsel einige Angaben in der Literatur vorhanden sind, so konnten 
wir tiber die Frage der Beziehung derselben zum Blutcalcium in der 
uns zugiinglichen Literatur, abgesehen von einigen Daten iiber die 
Nebenschilddriise, nichts finden. Aus der klinischen Literatur ist nur 
die Arbeit Leichers zu erwihnen, der den Calciumgehalt des Blutes 
bei Erkrankungen der endokrinen Driisen studiert hat. 


Zur Bestimmung des Blutcalciums wiahlten wir die Clarksche 
Methode, die sich durch gréBere Genauigkeit auszeichnet und ver- 
haltnismaBig geringe Blutmengen (10 ccm) erfordert. Mit dieser Methode 
wird die Gesamtmenge des Blutcalciums bestimmt. Das Prinzip der 
Methode besteht darin, daB das vor Gerinnung durch Citrat geschiitzte 
Blut haimolysiert, das Calcium durch Ammoniumoxalat gefallt und 
mit n/100 K Mn O,-Lésung titriert wird; 1 ccm der n/100 Permanganat- 
lésung entspricht 0,2 mg Ca. 

Methodik: In einen graduierten Zylinder, der 0,5 einer 5proz. Natrium- 
citratlésung enthalt, werden 4,5 ccm Blut gebracht. Zu je 2,5 cem (um zwei 
Bestimmungslésungen zu erhalten) des gewonnenen Citratblutes werden 


10 cem warmen destillierten Wassers hinzugefiigt, und man |a8t dann diese 
Fliissigkeit zur vollstandigen Hamolyse eine halbe Stunde stehen. Zur 
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Senkung des Erythrocytenstromas wird so lange zentrifugiert, bis das Blu: 
durchsichtig wird. Zu den 7,5cem des erhaltenen Zentrifugats werde: 
0,5 ecm einer 5proz. Ammoniumchloridlésung hinzugegeben, man fiigt dan: 
unter fortwahrendem, langsamem Umriihren 1,5 cem 3proz. Lésung von 
Ammoniumoxalat hinzu und 1l&Bt mindestens 16 Stunden - stehen. 
Hierauf wird zentrifugiert, der Niederschlag mit 12,5cem destillierten 
Wassers so lange gewaschen, bis er weiB und die Fliissigkeit vollstandiy 
durchsichtig wird. Zum Niederschlage werden 2,5 ccm einer n Lésung von 


H,SO, hinzugefiigt, die Gesamtmenge auf dem Wasserbade bis auf 8° 


erhitzt und mit n/100 KMnO,-Lésung titriert. Stellt X die durch di 
Titrierung bestimmte Ca-Menge dar, so ist die Ca-Menge in 2,5 ccm Blut 
= X- $428, in 100com Blut = x SoS. 

Indem wir nun zur Erérterung unserer Versuche tibergehen, miisse1 
wir vor allem feststellen, daB der Ca-Gehalt im Blute der Versuchstiere 
Hunde und Kaninchen — in der Norm sich durch Bestindigkeit au-. 
zeichnet und nur geringe Schwankungen aufweist, die durch unver- 
meidliche Fehlerquellen der Methode selbst bedingt sind. Bei Hunden 
ist der Ca-Gehalt in 100 ccm Blut gleich 10,4 bis 11,2 mg, bei jungen 
Hunden ist er etwas héher, nimlich gleich 12,0 bis 12,40 mg-Proz. Ca; 
in 100cem Kaninchenblut sind 15,6 bis 14,0 mg-Proz. Ca enthalten. 
Interessant ist die Beobachtung, daB weder eine Anderung der Nahrungs- 
qualitét noch auch das Hungern einen EinfluB auf den Ca-Gehalt des 
Blutes haben; in dieser Beziehung stimmen unsere Ergebnisse mit 
den bereits erwihnten Resultaten von Heubner und Rona, Bliihdorn, 
Billigheimer u. a. vollig tiberein. 





Thymus. 

Schon im Jahre 1858 teilte Friedleben in seiner Monographie mit, da 
nach der Thymektomie eine Wachstumsverlangsamung und Biegsamkcit 
der Knochen eintraten. Tarulli und Le Monaco (1894—1897) fanden 
gleichfalls nach der Thymusexstirpation bei jungen Hunden eine Wachstums- 
stérung der Knochen sowie rachitische Erscheinungen in denselben. Basc/ 
weist darauf hin, daB von der zweiten und dritten Woche an nach der 
Thymusexstirpation bei jungen Hunden die Knochen weicher und biegsamer 
als bei den Kontrolltieren werden — der Knochen enthalt anstatt der 
normalen 65 Proz. Kalk nur 33 Proz. —, die Gegend der unteren Epiphysen 
wird breiter, die Tiere haben einen plumpen Gang, indem sie die Beine weit 
auseinander stellen. Bei thymoektomierten Tieren wurde ein Wachstums- 
stillstand, eine erhéhte Kalkausscheidung sowie eine verzégerte Kallus- 
bildung bei Knochenbriichen beobachtet. Die mikroskopische Untersuchung 
der Knochenpraparate ergab vor allem die typischen Merkmale einer ver- 
langsamten Ossifikation: die Knochenmasse ist schmiler und farmer an 
Kalk, die Knochenbialkchen sind bedeutend zarter und enthalten noch 
viel Knorpelgrundsubstanz. Die knorpelige Epiphysendecke ist dicker und 
umfangreicher, der ossifizierte Knochenteil kleiner. AuBerdem gelang es 
Basch, eine erhéhte Elektroerregbarkeit, wie wir sie bei der Tetanie haben, 
festzustellen. Nach Injektion von Kalksalzen war die Elektroerregbarkeit 
herabgesetzt. Seitens der Psyche beobachtete Basch verringerte Lebhaftig- 
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keit und herabgesetzte Begreiffahigkeit. Die Angaben Baschs wurden von 
Sommer und Floerken, Ranzi, Matti, Lucien und Parisot, Klose und Vogt 
bestatigt. Interessant sind die Beobachtungen Solis, daB Hiihner, bei denen 
die Thymusdriise entfernt worden war, Eier legten, deren Schalen einen 
geringeren Kalkgehalt aufwiesen. 

Die Exstirpation der Thymusdriise bei jungen Hunden fihrten 
wir auf folgende Weise aus: Das Sternum wurde in der Mittellinie 
vom Jugulum Sterni bis zur Ansatzstelle der fiinften oder sechsten Rippe 
durchtrennt und beide Thoraxhalften vorsichtig auseinander gezogen, 
so daB das Mediastinum anticum mit der in ihm gelegenen Thymus- 
driise sich eréffnete. Das untere Ende der Thymusdriise wurde mit 
einer Pinzette gefaBt und die Driise vorsichtig von der Pleura und den 
groBen GefaiBen stumpf abpriipariert. Hierauf wurde die Wunde zu- 
geniht und am Brustkorb ein fixierender Verband aus Emplastrum 
adhaesivum angelegt. Diese Exstirpationsmethode ist zwar schwieriger 
(Pneumothoraxgefahr), bietet jedoch eine Garantie fiir die vollstandige 
Entfernung der Thymusdriise. 

Von den Erscheinungen, die wir nach Entfernung der Thymus- 
driise beobachtet haben, miissen wir vor allem eine deutlich aus- 
gesprochene Wachstumsverzégerung der jungen thymoektomierten 
Hunde im Vergleich zu dem Wachstum der Kontrolltiere hervorheben. 





Zwei Hunde von einem Wurf (5 Monate alt). Beim rechts stehenden wurde die 
Thymusdriise im Alter von 1'/, Monaten entfernt; links normaler Hund (Kontrolle). 


AuBerdem treten Verkriimmungen an den Extremititen sowie 
rosenkranzartige Verdickungen an denselben auf. Ferner beobachten 
wir ein MiBverhiltnis im Wachstum: wihrend der Kopf und die 
Wirbelsiule wachsen und sich entwickeln, bleiben die Extremititen 
im Wachstum fast vollstiandig zuriick; das Resultat davon ist, daB das 
Tier einen langen Rumpf und groBen Kopf hat, wihrend die Beine 
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kurz sind. Vom zweiten Monat an nach der Exstirpation tritt eine 
Reihe von trophischen Hautstérungen in Form von dissiminierten 
Ulcera auf. Die Gewichtszunahme ist bei thymoektomierten jungen 
Hunden verlangsamt: so hatte der thymoektomierte Hund im Laufe 
von 3% Monaten eine Gewichtszunahme von | kg, wiahrend das Kontro]!- 
tier 3kg zunahm. Seitens des Allgemeinzustandes sind Schlaffheit 
und Apathie zu beobachten: das Tier schlaft meistens, reagiert schwach 
auf die Umgebung, friBt ungern, und sein Auffassungsvermégen ist 
herabgesetzt. 

Im ganzen haben wir sechs Versuche mit Thymusexstirpation 
angestellt. Von den thymoektomierten Tieren blieb nur eins 3 Monate 
nach der Exstirpation leben, wihrend die iibrigen im Laufe des zweiten 
Monats eingingen. Der Tod trat unter Erscheinungen von zunehmender 
Adynamie, im sogenannten Coma thymicum, ein. Die Sektion ergab: 
stark vergréBerte Milz und Hyperplasie der Lymphdriisen ; Nebennieren 
stark animisch, im itibrigen (makroskopisch) keine Verainderungen. 

Der bei unseren Versuchen beobachtete Wachstumsstillstand 
der thymoektomierten Tiere ist insofern interessant, als er die von 
Romeis, Knipping, Glanzmann und Olkon gemachten Angaben iiber dic 
Thymusdriise als ein Organ, das wachstumsférdernd wirkt, bestatigt 
und erginzt. Knipping, Romeis und Gudernatsch haben nachgewiesen, 
daB die Thymussubstanz bei den Kaulquappen eine Wachstums- 
verstirkung und Metamorphosenverzégerung hervorruft. Glanzmann. 
der die Thymusdriise als das Zentralorgan des Vitaminstoffwechsels 
betrachtet, ist der Ansicht, daB diese Driise ,,.Wachstumsstoffe* enthalt, 
die den Faktoren A und B analog sind. 

Was den Calciumgehalt des Blutes thymoektomierter Tiere an- 
betrifft, so ist, wie aus Tabelle I ersichtlich, bereits am dritten Tage 
nach der Exstirpation die Ca-Menge (um etwa 10 Proz.) herabgesetzt und 
nimmt in den folgenden Tagen langsam weiter ab, um am 17. Tage 
nur etwa 30 Proz. der normalen Menge zu betragen ; auf dieser Hohe hilt 
sich die Calciummenge einige Zeit, und vom 27. Tage an nach der 
Exstirpation ist eine, wenn auch sehr unbedeutende Erhéhung des 
Ca-Niveaus bemerkbar. Die Verabreichung von Opothymin Poehl 
(0,5 dreimal taglich) mit der Nahrung im Laufe von 4 Tagen ruft eine 
starke Erhéhung der Calciummenge im Blute hervor. Hért man mit 
der Thyminverabreichung auf, so fallt der Ca-Gehalt von neuem auf 
25 Proz. und noch tiefer. Im folgenden beginnt, vom 54. Tage nach der 
Exstirpation an, der Ca-Gehalt des Blutes allmahlich zuzunehmen., 
bleibt am 64. Tage um etwa 10 Proz. hinter der Norm zuriick und hilt sich 
die ganze Zeit auf dieser Héhe. Interessant ist die Tatsache, daB das 
Fiittern von gesunden Tieren mit Thymin auf den Ca-Gehalt des 
Blutes nicht den geringsten Einflu8 ausiibt. Mithin ist der Funktions- 
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Tabelle I. 
Junger Hund Nr. 2, weiB. Junger Hund Nr. 3. 





— a Anmerkungen — a Anmerkungen 
IX. | 12,00 - tae i. 
3. IX. 12,00 wr y — 
12°00 .XI. 1200 | 
12,00 ep A 11.20 An 5. XI. went die 
LE r 2g wiegende ye 
10,40 ae ben Eo ‘ XI. 9,60 seiter ontinah 
10.40 musdriise. Hund 44 2 XI. 9,60 Hund 2 Monate und 
9.60 Tage alt, Gewicht . XI. 8,00 7 Tage alt, Gewicht 


3 > 1920 g 

5 x 800 1320 g a oo 8,00 

10. X. 8,00 XI See Gewicht 1920 
= > ° iy xewicht 192 
15. X. 8,80 Am 2. 21. 22. 23.X , 


20. X. 8,80 wurden 3mal taglich 
25. A. 12,40 0,5 Opothymin Poeh! 
30. X. 8.80 = * + ea vers 
6. : 9°60 abreicht. 
ll. . 10,40 
16. A 10,40 
21. XI. 11,20 
26. XI. 11,20 
1. ° 10,40 
8. ; 11,20 
16. XII. 11,20 
26. , 11,20 | Gewicht 2320 





ausfall der Thymusdriise von einer starken Herabsetzung des Ca- 
Gehaltes im Blute begleitet, was dem hierbei beobachteten Wachstums- 
stillstand und den Knochenverinderungen der Extremititen voll- 
standig entspricht. 


Gl. parathyreoideae. 

Beziiglich der experimentellen parathyreopriven Tetanie gibt es Unter- 
suchungen von Trendelenburg und Goebel, die mit ihrer biologischen Methode 
eine Verminderung der Ca-Ionenkonzentration im Serum parathyreo- 
ektomierter Katzen festgestellt haben; auch haben Hastings und Murray 
eine Verminderung des Gesamt-Ca bei der experimentellen Tetanie kon- 
statiert. Von der Bedeutung der Parathyreoiddriisen im Calciumstoff 
wechsel spricht auch Erdheim in seinen Untersuchungen iiber die 
latente Miausetetanie. Erdheim fand bei diesen Mausen deutlich aus- 
gesprochene Zahnveriinderungen in Form von Schmelzdefekten, Ver- 
kriimmungen und Briichen; das Hauptsymptom ist die Kalkarmut, die die 
Zahnfestigkeit vermindert. Die Skelettverinderungen, die in einer unvoll- 
stindigen Verkalkung der Knochen zum Ausdruck kommen, bezeichnet 
Erdheim geradezu als Rachitis. Erwihnenswert ist auch die Katarakt- 
bildung, die Erdheim bei seinen Tieren beobachtet hat. Die Angaben iiber 
den Ca-Stoffwechsel nach Entfernung der Parathyreoiddriisen sind wider- 
sprechend: Mc Collum, Voegtlin und Cooke stellten eine Verminderung der 
Calciumausscheidung fest, Schabad und Zibulski dagegen eine Vermehrung. 


Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, war beim Hunde, bei dem wir 
simtliche vier Nebenschilddriisen entfernt hatten, bereits 24 Stunden 
Biochemische Zeitschrift Band 150. 13 
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Tabelle II. 
Hund Nr. 10 (Hiindin), Gewicht 3270 g. 





Datum Ca 
1923 mg+Proz. 


5. XI. 12,00 
12. XI. 12,00 
16. XI. 10,6 Am 15. XI. wurden die vier Nebenschild- 

drisen entfernt 
17. XI. 10,60 Krampfartige Zuckungen 
18. XI. 10,60 
19. XI. 8,80 Klonische Krimpfe 
20. XT. 10,60 
20. XI. 8,80 Krimpfe 


Am 20. XI. ging das Tier ein. 


Anmerkungen 


Norm 


nach der Exstirpation der Ca-Gehalt des Blutes um 15 Proz. herab- 
gesetzt (10,6 mg-Proz. Ca statt normalerweise 12,0 mg-Proz. Ca). 
Am zweiten Tage traten krampfartige Zuckungen auf, die Ca-Menge 
des Blutes blieb 10,6 mg-Proz. Am vierten Tage traten starke klonische 
Krimpfe auf; der Ca-Gehalt des Blutes war noch weiter gefallen. 
Nach dem Aufhéren der Kraimpfe nahm die Ca-Menge ein wenig zu, 
sie betrug 10,6 mg-Proz. Ca. Am fiinften Tage traten erneut starke 
Krimpfe auf und der Ca-Gehalt fiel wiederum. An demselben Tage 
ging der Hund ein. Die gleichen Resultate erhielten wir auch in einem 
anderen Versuche. Die Verminderung des Blutcalciums im Zusammen- 
hang mit der Entfernung der Nebenschilddriisen sowie die Beziehung 
der Herabsetzung des Calciumniveaus zum Auftreten von Krimpfen 
sind augenscheinlich. 


Glandula thyreoidea. 


Die Schilddriise, die im Stickstoffwechsel eine auBerordentlich 
wichtige Rolle spielt, nimmt im Mineralstoffwechsel nur eine unter- 
geordnete Stelle ein. 

Die Mitteilungen iiber die Rolle der Schilddriise im Kalkstoffwechse 
sind sehr spirlich. Es finden sich Angaben von Falta, Bolaffio und Tedesco, 
daB nach der Entfernung der Schilddriise die Ausscheidung von Calcium, 
Chlor, Phosphor und Magnesium herabgesetzt ist. Dagegen ist die Kalk- 
ausscheidung unter dem Einflu8 von Thyreoidin erhéht. Leicher fand bei 
Myxédem eine Erhéhung des Ca-Gehaltes im Serum (12,8 mg-Proz. Ca statt 
des normalen Gehaltes von 11,0mg-Proz. Ca). Umgekehrt, beobachtete er 
beim Morbus Basedowi sowie bei langdauernder Verabreichung von Thyreo- 
jodin (im Laufe von 3 bis 4 Wochen) eine Verminderung der Ca-Menge im 
Serum. 

Bei unseren Versuchen beobachteten wir (s. Tabelle III), dai 
nach der Entfernung der Schilddriise bei Hunden die Ca-Menge im 
Blute vom fiinften Tage nach der Exstirpation an zu steigen beginn': 
nach 15 Tagen ist die Ca-Menge um 25 Proz. erhéht und hilt sich auf 
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diesem Niveau die ganze Zeit. Die Verabreichung von Thyreojodin 
(Merck) fiihrt den Ca-Gehalt zur Norm zuriick. Nach dem Aufhéren 
der Thyreojodinverabreichung steigt die Ca-Menge wiederum zur 
friiheren Héhe an. Interessant ist, da8 sowohl Thyreojodin als auch 
Thymin bei gesunden Hunden keinen EinfluB auf den Ca-Gehalt des 
Blutes ausiiben. Mithin fiihrt der Funktionsausfall der Schilddriise 
zu einer Vermehrung des Calciums im Blute; hierdurch ist vielleicht 
die Herabsetzung der Erregbarkeit des Nervenapparates bei Myxédem- 
kranken und beim Hypothyreoidismus bedingt. Bei der Basedow- 
krankheit, der Hyperthyreose, bei welcher der Ca-Gehalt im Blute 
herabgesetzt ist, ist die Erregbarkeit des Nerven-Muskelapparates 
bekanntlich erhéht. Interessant ist ferner die Tatsache, daB nach den 
Angaben Ufjfenheimers bei’ Myxédemkranken niemals Rachitis zu 
beobachten ist. 

Bei der Entfernung der Schilddriise und drei Nebenschilddriisen, 
d. h. unter Zuriicklassung von nur einer Nebenschilddriise, beobachteten 
wir zunichst eine Erhéhung des Ca-Gehaltes im Blute (um 20 Proz.), 
dann jedoch begann, vom 25. Tage nach der Exstirpation an, die Ca- 
Menge abzunehmen, fiel um 25 Proz. unter die Norm und hielt sich 
auf dieser Héhe die ganze Zeit. Offenbar macht sich in diesem Falle 
das Fehlen der drei Nebenschilddriisen geltend. 


Tabelle III. 
Hund Nr. 5 (minnl.), Gew, 9200g. Hund Nr. 12 (mannl.), Gew. 8400 g. 





Datum Ca Datum Ca 


1923 mg-Pros. Anmerkungen 1923 ag tves. Anmerkungen 


25. X 11,20 27. X 11,20 


* ; Baie 
28. X. 11.20 | Norm _XI. | 1800 |j = 
31. X. 11,20 | .XI. | 12,00 | Am 9. XI. wurden die 


, ; Schilddriise und drei 
5. XT. 11,20 Am L XI. wurde die XI. 14,00 Nebenschilddrisen 


XI. | 1240 | Scbiiddrise cnthornt, 1 17. X17. || 14,80 | cntieent 
Xr. | 14890 | Sy Utes sSa- | 22. XI. | 14,00 

20. XI. 14,00 gelassen . XI. 12,00 
XI. 14,80 | Schleimiges Odem des| 2.XII. 10,40 


XI | 1480 | SeSit deuueh cus. | 7 XIL. | 9,60 
. XII. 11,20 gesprochen XII. 8,80 
5. XII. Am 5. 29., 30. XI. bes xi. 9,60 


k der Hund mi "4 
10. XII. | hem dor tend at] $8. XII. $90 


15. XII. | lich 0,5 ~ . xII. 9,60 
20. XII. | pn int Bnaay 
25. XII. 





Geschlechtsdriisen. 
DaB die Geschlechtsdriisen in Beziehung stehen zu dem Knochen- 
wachstum und mithin zum Kalkstoffwechsel, ist schon langst bekannt. 


So wiesen Tandler und Grosz darauf hin, daB der sogenannte Hochwuchs 
der Kastrierten (Eunuchen) durch das Wachsen der Extremitaten bedingt 


13* 
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ist. Curatulo und Tarulli, Neumann und Vas zeigten, daB die Kastratio: 
zu einer Verminderung der Ca- und P-Ausfuhr fiihrt. Silvestri fand be; 
kastrierten Tieren eine Retention des an Calcium und Magnesium gebundene, 
Phosphors, dieser Autor weist auch auf die erhéhte Toleranz kastrierte 
Tiere gegen Krampfgifte (Strychnin) hin, indem er dies mit der Retention de- 
Calciums erklart. Auf Grund dieser Feststellungen reihen L. Adler und 
Blair- Bell die Geschlechtsdriisen in diejenige Gruppe endokriner Driisen ein, 
die den Kalkstoffwechsel mobilisieren. Die Heilung der Osteomalazi-, 
die der Ausdruck eines gestérten Kalkstoffwechsels ist, durch Kastration 
weist auf den Zusammenhang hin, der zwischen den Eierstécken und dem 
Kalkstoffwechsel besteht. 


Unsere Untersuchungen iiber den Calciumgehalt des Blutes 
kastrierter Tiere beweisen, wie aus Tabelle [IV zu ersehen ist, daB bei 
miannlichen Kaninchen nach Entfernung der Testes das Blutcalcium 
langsam und allmahlich zunimmt, so daB es einen Monat nach der 
Kastration den normalen Gehalt um 20,0 bis 25,0 Proz. tibersteigt 
Die subkutane Einspritzung von Spermol ruft ein Sinken des Calcium- 
gehaltes hervor, der jedoch nach Einstellung der Spermolinjektionen 
wiederum ansteigt. Interessant ist, daB sowohl Spermol als auch 
Thymin und Thyreojodin auf den Ca-Gehalt des Blutes normaler Tiere 
fast keinen EinfluB ausiiben. Bei den weiblichen Kaninchen ist gleich- 
falls nach Entfernung der Eierstécke eine Zunahme des Blutcalciums 
zu beobachten, das jedoch nicht eine solche Hohe erreicht wie bei 
den minnlichen Kastraten. Dieser erhéhte Calciumgehalt im Blute 
der Kastraten ist offenbar die Ursache der herabgesetzten Nerven- 

















Tabelle IV. 
Kaninchen Nr. 1 (Mannchen), Kaninchen Nr. 3 (Weibchen), 
Gewicht 3520 g. Gewicht 1000 g. 
‘Datum || Ce | Datum | Ca 
. 1923 | mg-Proz. na rkungen ba 1923 mg-Proz. Anmerkungen 
6. X. 14,80 4. XT. 14,80 
11. X. 14,00 N. 9. XI. 14,80 » Norm 
17. X. 1480 (Nom 14.XI. 14.80 | 
22. X. 14,80 20. XI. 1480 Am15. XI. wurden beide 
29. X. 14,00 Am 24 X. wurden] 25.X1. | 1480 _— Fierstécke entfern: 
4. XI. | 15,60 | >eide Testesentfemt | 39 xT | 16,20 
9. XI. 15,60 5. XII. 1680 
14.XI. 16,80 10. XII. 16,80 
19.XI. 19,20 15. XII. 18,40 
24.XI. | 17,60 | 20. XTI. 17,60 
29. XI. 19,20 Am 30.XL, 1. 2.XI.] 31. XII. 17,60 
3. XII. | 16,20 | Sent sebkutan’ 
8. XII. 21,60 eingespritzt 
13. XIT. 20,00 
18. XII. | 20,00 
23. XIT. | 20,80 
30. XII. | 20,80 
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erregbarkeit, wie wir sie nach der Kastration beobachten, die Ursache 
des gleichmaBigen, ruhigen, phlegmatischen Temperaments der 
Kastraten. 

Wir sehen also, da8 die endokrinen Driisen, insbesondere die 
Thymus-, Schild- und Nebenschilddriise, sowie die Geschlechtsdriisen 
ihre regulierende Tatigkeit auch in bezug auf den Ca-Gehalt des Blutes 
geltend machen. Der normale Calciumgehalt des Blutes, die Calcium- 
konstante, ist durch eine entsprechende Einwirkung, durch eine ent- 
sprechende Funktion der endokrinen Driisen bedingt. Der Funktions- 
ausfall der einen oder anderen Driise kommt in der GréBe der Calcium- 
konstante zum Ausdruck, indem er letztere nach der einen oder anderen 
Seite abandert. 

Diese Abweichungen der Calciumkonstante kénnen sowohl lokal, 
vor allem im Auftreten der einen oder anderen pathologischen Er- 
scheinung am Knochengewebe, zum Ausdruck kommen, als auch im 
Allgemeinzustand des Organismus, indem sie die Erregbarkeit des 
Nerven-Muskelapparates, den Zustand der Kolloide, die Durchlissigkeit 
der Zellmembranen usw. beeinflussen. Die Thymusdriise und die 
Nebenschilddriisen spielen, indem sie den Kalkstoffwechsel regulieren, 
zweifellos eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Rachitis und 
Tetanie, die in enger Beziehung stehen zu den Abweichungen des 
Kalkstoffwechsels und zusammen mit der Schilddriise und den Ge- 


schlechtsdriisen auch noch in der Genese anderer Knochendystrophien. 


Zusammenfassung. 


1. Der Calciumgehalt des Blutes schwankt innerhalb enger Grenzen 
und stellt in der Norm eine konstante GréBe dar. 

2. Bei der Herstellung des normalen Niveaus des Blutcalciums 
kommt den endokrinen Driisen eine wichtige Rolle zu. 

3. Der Funktionsausfall der Thymusdriise und der Nebenschild- 
driisen hat eine Gehaltsabnahme des Blutcalciums zur Folge; diese 
Abnahme tritt nach Entfernung der Thymusdriise langsam, nach Ent- 
fernung der Nebenschilddriisen schnell auf. 

4. Der Funktionsausfall der Schilddriise und der Geschlechts- 
drisen (Testes und Ovarium) fihrt zu einer Erhéhung der Calcium- 
menge im Blute. Die Exstirpation der Schilddriise und dreier Neben- 
schilddriisen (unter Zuriicklassung einer Nebenschilddriise) ruft zuniichst 
eine Erhéhung des Calciumgehaltes im Blute hervor, dann aber fiallt 
die Caleiummenge unter die Norm. 

5. Die Opopriiparate Thymin Poehl, Thyreojodin Merck und 
Spermol, die auf den Calciumgehalt im Blute gesunder Tiere keinen 
EinfluB haben, fiihren die Ca-Menge bei entsprechenden akorrelativen 
Zustiinden zur Norm zuriick. 
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6. Die Exstirpation der Thymusdriise bei jungen Hunden ha: 
Wachstumsstillstand der betreffenden Tiere, MiBverhiltnisse im Bay 


des Skeletts und trophische Stérungen zur Folge. 
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Uber den Mechanismus der Succin- und Paraphenylendiamin- 
oxydation. Ein Beitrag zur Theorie der Zellatmung. 


Von 
A. v. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Institut der Reichsuniversitat zu Groningen.) 
(Bingegangen am 18. Juni 1924.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die beiden groBen modernen Theorien der Zellatmung, die Theorie 
der Wasserstoffaktivierung und die Theorie der Sauerstoffaktivierung, 
stehen heute noch vielfach als logische Gegensiatze einander gegeniiber. 
Der Begriinder der ersten Theorie), H. Wieland, verhilt sich ablehnend *) 
der Sauerstofftheorie Warburgs*) gegeniiber, wihrenddessen Warburg*) 
die Richtigkeit und biologische Anwendbarkeit der Wielandschen 
Theorie bestreitet. Der Gegensatz zwischen beiden Theorien ist so scharf, 
daB Warburg*) in seiner letzten Publikation selbst den weiteren Ge- 
dankenaustausch fiir unméglich halt und die Diskussion abbricht. 

Beschiftigt man sich jedoch eingehend mit beiden Theorien, so 
wird man unmdglich leugnen kénnen, daB beide Theorien ihre schéne, 
weite, experimentelle Grundlage haben. Es ist der Zweck vorliegender 
Mitteilung, zur Klarung des Verhiltnisses beider Theorien beizutragen. 
Wie ich denke, gelingt es auch mit den weiter unten verzeichneten 
einfachen Experimenten, sich eine befriedigende Anschauung iiber 
diesen so auBerordentlich wichtigen Punkt zu verschaffen. Wir mir 
scheint, sind die aus diesen wiederzugebenden Versuchen ableitbaren 
Konsequenzen die folgenden: Zum Ablauf der biologischen Oxy- 
dationen ist sowohl eine Wasserstoff- wie eine Sauerstoffaktivierung 
notwendig, und die Zellatmung kommt durch das Ineinandergreifen 
beider Prozesse zustande. Weder der aktive Wasserstoff allein ist 


1) H. Wieland, B. 45, 484, 1912; 45, 2606, 1912; 46, 1327, 1913; 47, 
2085, 1914; 54, 2353, 1921; Uber den Mechanismus der Oxydaticnsvorginge, 
Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 

2) Derselbe, B. 55, 3639, 1922. 

3) O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 413, 1910; 92, 231, 1914; 
Pfliigers Arch. 155, 547, 1914; diese Zeitschr. 119, 134, 1921; 136, 226, 1923; 
O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 118, 257, 1921; HE. Negelein, 
ebendaselbst 142, 493, 1923; Seishi Sakuma, ebendaselbst 142, 68, 1923. 

*) O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 518, 1924. 
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imstande, den molekularen Sauerstoff zu reduzieren, noch der aktivierte 
Sauerstoff, den unaktivierten Wasserstoff der Nahrstoffe zu oxydieren 
Bei der Zelloxydation wird der aktivierte Wasserstoff durch den aktivierten 
Sauerstoff verbrannt. In der Terminologie der Wasserstoffaktivierung.. 
theorie bedeutet dies, daB der molekulare Sauerstoff kein Wassersto{j- 
akzeptor ist; der biologische Wasserstoffakzeptor ist der im Warburgschen 
System aktivierte Sauerstoff. 


I. Die Oxydation der Bernsteinsiure. 

Das experimentelle Objekt vorliegender Arbeit ist zuniichst dic 
Oxydation der Bernsteinsiiure durch das unlésliche Bernsteinsiure- 
oxydationsferment der Gewebe, dem ,,Succinoxydon* von Batelli und 
Stern). Bekanntlich hat Th. Thunberg?) gefunden, daB die Bernstein. 
siure die Gewebsatmung, namentlich den Sauerstoffverbrauch stark 
anregt. Bei der Analyse dieser Erscheinung haben Battelli und Stern 
gefunden, daB die Gewebe ein sehr resistentes, ynauswaschbares Oxy- 
dationsferment fiir die Bernsteinsiure enthalten. Bei diesem Oxydations- 
proze§B wird energisch Sauerstoff verbraucht, aber keine Kohlensiure 
gebildet, und als Oxydationsprortukt wurde von Battelli und Stern 
die Apfelsiure festgestellt). 

Der eigentliche Gang, die Reaktionsformel dieser Oxydation, ist 
von H. Einbeck*) festgestellt worden. H. Einbeck konnte einwandsfrei 
nachweisen, daB das primiire Reaktionsprodukt der Bernsteinsiure 
nicht Apfelsiure, sondern Fumarsiure sei. Dieser Befund bildet heute 
eine sehr wesentliche Stiitze der Wasserstoffaktivierungstheorie. Die 
Reaktionsgleichung ist also die folgende: 


COOH COOH 
HOH Ht 

bq ts = ,|| +80. 
HCH HC 

boon boon 


1) F. Battelli und L. Stern, diese Zeitschr. 30, 172, 1910; siehe auch 
L. Stern, Uber den Mechanismus der Oxydationsvorgiinge im Tierorganismu-. 
1914. 

2) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 25, 37, 1911. 

3) Meyerhof findet, daB die Oxydation wohl auch weiter geht, d. h. die 
Apfelsiure unter Kohlensiureentwicklung weiter oxydiert wird (Pfliigers 
Arch. 149, 250, 1913). Unter normalen Umstinden jedoch, wenn man mit 
relativ hohen Konzentrationen von Bernsteinséure arbeitet und die Experi 
mente nicht zu lange ausdehnt, ist diese sekundire Weiteroxydation nur 
gering. Aus diesem Grunde konnte also dann auch die Kohlensaure bei den 
Gasmessungen vernachlissigt werden. 

*) H. Einbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 301, 1914; diese Zeitschr 
95, 296, 1919. 
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Wird aber die Bernsteinsiure nach Th. Thunberg') dem Gewebe 
bei vollkommenem SauerstoffabschluB zugegeben und dann Methylen- 
blau zugefiigt, so ibernimmt nun an Stelle des Sauerstoffs das Methylen- 
blau die zwei Wasserstoffatome, indem es selbst also zu seiner Leuco- 
verbindung reduziert, die Bernsteinsiure zu Fumarsiiure oxydiert 
wird. Die Oxydationsreaktion kann also bei Gegenwart von Methylen- 
blau als Wasserstoffakzeptor auch ganz ohne Sauerstoff ablaufen, 
was man mit Leichtigkeit an der Reduktion, d. h. Entfarbung des 
Farbstoffs erkennt. Hiermit ist also fir diese Oxydation die Wasser- 
stoffaktivierung einwandfrei nachgewiesen, und die Reaktionsforme] ist 
eigentlich die folgende: 

COOH COOH 
| 
HCH HC 
HCH HC 
boon boon 

An diesen Vorgang schlieBen sich nun sekundir zwei weitere 
Reaktionen an, erstens die Oxydation der zwei Wasserstoffatome, 
2H + 1/,0, = H,O, und nach EHinbeck die Hydrierung der Fumar- 
siure zu Apfelsiure. 

Wie jedoch Thunberg findet, ist diese Oxydation der Bernstein- 
siure durch Sauerstoff in sehr hohem MaBe cyanempfindlich. Die 
Reaktion wird schon durch Spuren Cyan gehemmt. Merkwiirdiger- 
weise wird aber die Reduktion des Methylenblaus, die im Wesen auf 
demselben DehydrierungsprozeB beruht, durch Cyan nicht beeinfluBt. 
Nachdem aber O. Warburg von dem Cyan gezeigt hat, daB dieses Gift 
durch die Lahmlegung der Sauerstoffaktivierung wirkt, so wird durch 
diesen Forscher diese Thunbergsche Beobachtung ins Feld gefiihrt als 
Beweis, daB bei der Oxydation der Bernsteinsiure eine Sauerstoff- 
aktivierung stattfindet. Nachdem im Gegensatz zu dieser biologischen 
Oxydation durch Sauerstoff die Reduktion von Methylenblau durch 
Cyan nicht beeinfluBt wird, so kann nach Warburg die Reaktion mit 
Methylenblau nichts mit dem eigentlichen biologischen Oxydations- 
prozeB, der Oxydation durch O,, gemein haben. Somit sind dann auch 
nach Warburg die durch Anwendung von Methylenblau gewonnenen 
Resultate fiir die biologischen Prozesse ganz unbeweisend. Das Wesent- 
liche der Oxydation ist die durch das Cyan nachgewiesene Sauerstoff- 
aktivierung. 

Demgegeniiber wird von Wieland die Beweiskraft der Cyanversuche 
bestritten. Die ,,Oxydation“ liuft doch ebensogut ganz ohne Sauerstoff, 
wenn wir nur fir einen geeigneten Wasserstoffakzeptor sorgen. Es 


+ 2H. 


1) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 35, 163, 1918. 
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ist also zur Oxydation nicht einmal Sauerstoff, desto weniger ein akt 
vierter Sauerstoff nétig. Wird trotzdem die Reaktion durch Cyan 
gehemmt, so muB dies ihren Grund in irgend einer sekundiren Reaktion 
haben. Nach Wieland erklart sich dann auch die Cyanwirkung durch 
die Lahmlegung der Katalyse. Nachdem durch Cyan die Katalase 
vergiftet wird, so kann das bei der Oxydation der H-Atome entstandene 
Wasserstoffperoxyd nicht entladen werden und vergiftet den ganzen 
ProzeB. Wird jedoch an Stelle des Sauerstoffs Methylenblau verwendet, 
so kann auch kein H,O, entstehen, und die Reaktion ist cyan- 
unempfindlich. 

Diese so wichtige Frage laBt sich, wie ich denke, durch den folgenden 
einfachen Versuch entscheiden: Versetzt man im Respirometer Muske!- 
gewebe mit Bernsteinséiure, so wird diese oxydiert, und es zeigt sich 
ein starker Sauerstoffverbrauch. Der OxydationsprozeB wird nun 
durch eine geeignete Dose Cyan lahmgelegt. Ist nun der Grund dieses 
Stillstandes, so wie Warburg meint, der Ausfall der Sauerstoffaktivierung 
und besteht der biologische OxydationsprozeB neben der Sauerstoff- 
aktivierung noch aus einer Wasserstoffaktivierung, die durch das Gift 
nicht beeinfluBt war, so mu$ man trotz der Gegenwart des Cyans dic 
Oxydation wieder in Gang setzen kénnen, wenn man die Sauerstoff- 
aktivierung mit einem kiinstlichen Mechanismus ersetzt und zwischen 
dem aktivierten Wasserstoff und molekularen Sauerstoff eine neue 
Verbindung herstellt. So eine Verbindung mu8 sich durch die Zugabe 
von Methylenblau herstellen lassen, das durch aktivierten Wasserstoff 
zu Leucomethylenblau reduziert wird, das sich in Gegenwart von 
Sauerstoff wieder prompt zu Methylenblau oxydiert. Kann in dieser 
Weise, durch Zufiigung von Methylenblau, die Oxydation wieder in 
Gang gesetzt werden, so besagt dies, daB auch trotz der Gegenwart 
des Cyans das Wasserstoffaktivierungssystem in unbeschrinkter 
Leistungsfaihigkeit vorhanden war. Wenn trotz der Wasserstoff- 
aktivierung keine Oxydation stattfand, so besagt dies, daB der gegen- 
wirtige molekulare Sauerstoff, der nun unter Wirkung des Cyans 
nicht mehr aktiviert wurde, nicht imstande ist, den aktiven Wasserst oft 
zu oxydieren, also nicht als Wasserstoffakzeptor dienen kann. Dal 
die Oxydation nun bei Gegenwart von Methylenblau auch ohne aktiven 
Sauerstoff wohl ablauft, zeigt, daB der OxydationsprozeB zu einem 
Teile sicher aus Wasserstoffaktivierung besteht. Da8 der ProzeB ohne 
Methylenblau nicht weiterliuft, zeigt, daB der ProzeB zum anderen 
Teile aus einer Sauerstoffaktivierung besteht und die Oxydation der 
Bernsteinséure durch das Ineinandergreifen beider Prozesse, der Wasser- 
stoff- und Sauerstoffaktivierung, zustande kommt. 

Als Versuchsobjekt dieses soeben skizzierten Versuchs diente de 
gewaschene Muskel der Cavia. Die Muskulatur der frisch getéteten 
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Meerschweinchen wurde an einem Brette mit einem groBen Haschir- 
messer zu einem feinen Brei verarbeitet. Dieser wurde nun nach den 
Angaben Thunbergs') mit der 20fachen Menge destillierten Wassers 
dreimal im Schiittelapparat je eine Viertelstunde lang ge- = 
waschen, in einem Tuche gut ausgepreBt und im Eiskasten 
bewahrt. Ein derartiges Muskelpraparat wurde stets an 
den zwei bis drei nacheinander folgenden Tagen gebraucht. 
Ein derartig behandelter Muskel zeigt keinen Gaswechsel. 

Die Oxydationsvorginge wurden durch Verfolgung des 
Sauerstoffverbrauchs im Respirometer gemessen. Das ver- 
wendete Respirometer ist in Abb. 1 abgebildet. Natiirlich 
wurden stets zwei gleiche Respirometer zu einem Versuch 
benutzt, die am Barcroftmanometer gegeneinander ge- 
schaltet waren. 

Zum Versuch wurden nun in das Kélbchen beider 
Respirometer je 2g der obigen Muskelmasse gegeben und 
hier in leem 0,2 mol. Kaliphosphatlésung von p, 7 sus- 
pendiert. Dann wurde zur einen Suspension 1 ccm 0,2 mol. bernstein- 
saures Natrium, zur anderen 1 com Phosphatlésung zugesetzt. In das 
eine SeitengefiB beider Respirometer wurde 1 cem der betreffenden 
KCN-Losung, in das andere 1 cem der betreffenden Methylenblaulésung 
(Methbl. med.) eingefiihrt. Dann wurde das Respirometer, mit Sauer- 
stoff gefiillt, dem Differentialmanometer angeschaltet, in ein Wasser- 
bad von 37° versenkt und hier dem Schiittelapparat angeschlossen. 

Nachdem sich die Temperaturdifferenzen in 10 Minuten aus- 
geglichen haben, wurden die Ablesungen der Druckdifferenzen be- 
gonnen, die um die Minute notiert w 
wurden. Nachdem die Kurve 
der Sauerstoffabsorption festgestellt 50 
war, wurde das KC N eingelassen und 
nach 3 Minuten die Ablesungen fort- ” 
gesetzt. Nachdem der neue Lauf § 
der Kurve festgestellt war, wurde t' 
der Farbstoff eingelassen, wieder 
3 Minuten gewartet und das Mano- 
meter dann weiter gelesen. Abb. 2. 

Das Resultat eines derartigen Versuchs ist in der Abb. 2 dargestellt. 
Die Ordinaten geben die Druckschwankung in Millimetern, | mm ist 
annahernd gleich 6cmm. Die Abszisse trigt die Zeit in Minuten. 

Wie man aus der Kurve ersieht, wird die Oxydation der Bernstein- 
siure durch die angewandte Cyanmenge fast vollstandig gehemmt 








Abb. 1. 




















ok 





1) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 
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und geht nach Zugabe des Farbstoffs annahernd in ihrem urspriingliche:, 
Umfange weiter, ohne sich um das anwesende Cyan zu kiimmern 
Der Versuch wurde natiirlich mehreremal ausgefiihrt. Alle derartigen 
Versuche ergaben dasselbe Resultat. War der Sauerstoffverbrauch 
zu Beginn vor der Cyanvergiftung schwiicher, so konnte nach de: 
Methylenblauzugabe sogar eine Steigerung dem Anfangswerte gegen- 
iiber beobachtet werden. 

Wenn auch nicht ungezwungen, so lassen sich fiir diesen Versuch 
auBer der oben angefiihrten Erklirung auch noch andere Erklarungs.- 
méglichkeiten finden. Die eine solche Erklarungsméglichkeit wiire, 
daB durch das Methylenblau nicht die Bernsteinsiureoxydation, sondern 
irgend ein ganz neuer, fremder ProzeB in Gang gesetzt wurde. Diese 
Méglichkeit wurde durch die Beobachtung ausgeschaltet, daB Methylen- 
blau auf den stillstehenden Gaswechsel des Muskels, dem keine Bern- 
steinsiiure zugesetzt wurde, ganz unwirksam ist und diesen nicht in 
der geringsten Weise anregt. 

Die andere, etwas naher liegende Erklérungsméglichkeit liegt in 
der Annahme einer direkten chemischen Bindung zwischen Cyan und 
Methylenblau. durch das das Gift inaktiviert wird. So eine Annahme 
entbehrt natiirlich jeder chemischen Begriindung und kann schon 
durch den Umstand ausgeschlossen werden, daB zwischen dem ver- 
wendeten Gift und der Farbstoffmenge jede molekulare Proportion 
fehlt. Die Reaktivierung ist auch nicht vom Verhiltnis beider 
Substanzen, sondern von der Menge des Farbstoffs abhingig. Schon 
viel geringere Farbstoffmengen wie in dem obigen Versuch sind stark 
wirksam. Im obigen Versuch ist die molare Proportion zwischen Cyan 
und Methylenblau ungefihr 3:1. Derselbe Effekt konnte in einem 
anderen Versuch bei einer Proportion von 10:1 erreicht werden. 

Den sicheren Beweis, daB das Cyan in keinem derartigen direkten 
Verhiltnis zum Methylenblau steht, ergeben die weiter unten be- 
schriebenen Versuche mit Paraphenylendiamin, in denen das Methylen- 
blau dem Cyan gegeniiber ganz unwirksam war. Wiirde der Farbstoff 
das Gift direkt inaktivieren, so miiBte man auch bei der Oxydation 
des Paraphenylendiamins dieselbe inaktivierende Wirkung erhalten. Ich 
will nicht vorausgreifend auf diese Versuche eingehen. Die Beweis- 
griinde werden dem Leser an Ort und Stelle ohne weiteres verstindlic! 
werden. 

Wie ich denke, zeigt also der obige Versuch mit Deutlichkei' 
daB die Oxydation der Bernsteinsiure durch das Tiergewebe durcli 
das Ineinandergreifen zweier Mechanismen, durch den Mechanismu- 
der Wasserstofi- und der Sauerstoffaktivierung, erfolgt. 

Es soll nicht unerwahnt bleiben, daB der ,,Antagonismus* zwischen 
Cyan und Methylenblau bei der Succinoxydation durch Sauersto/f 
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bereits durch Thunberg beobachtet und beschrieben wurde. Auch 
Thunberg konnte zwischen Methylenblau und Cyanmenge keine Pro- 
portionalitat finden und lieB die Erklarung des beobachteten ,,Anta- 
gonismus™ offen. Weiterhin sei erwahnt, daB Methylenblau als Ver- 
bindung der abgetéteten, jedoch reduktionsfihigen Hefe mit dem 
Sauerstoff bereits von Meyerhof!) angewendet wurde. 


Il. Die Oxydation des Paraphenylendiamins. 


Das Paraphenylendiamin hat der Bernsteinsiiure und auch allen 
von Thunberg*) untersuchten anderen Substanzen gegeniiber besondere 
Kigentiimlichkeiten, die diese Substanz fiir unser Studium besonders 
wertvoll gestalten. Das p-Phenylendiamin enthilt seinen oxydablen 
Wasserstoff naimlich bereits in labiler Form*). Obwohl es durch mole- 
kularen Sauerstoff nicht nennenswert oxydiert wird, wird es schon 
durch die schwichsten Formen aktivierten Sauerstoffs deutlich an- 
gegriffen. So finden z. B. Batelli und Stern*), denen wir das eingehende 
Studium der Paraphenylendiaminoxydation verdanken, daB dieses 
Diamin bereits durch den Sauerstoff des Oxyhiimoglobins deutlich 
oxydiert wird. Durch freies oder monosubstituiertes Hydroperoxyd, 
wie z. B. durch das Athylperoxyd, wird das Diamin sehr energisch 
oxydiert bzw. dehydriert. Das Paraphenylendiamin hat also bereits 
normalerweise labilen Wasserstoff im Molekiil, bedarf also keiner 
weiteren Wasserstoffaktivierung, um durch aktiven Sauerstoff oxydiert 
zu werden. 

Das p-Phenylendiamin ist, wie auch Battelli und Stern gezeigt haben, 
ein besonders giinstiges Objekt des Experimentes. Die Substanz ist, wie die 
Schweizer Forscher finden, fiir die Gewebe relativ ungiftig. Das Arbeiten 
mit dieser Substanz wird durch den Umstand besonders vereinfacht, daB 
die Oxydation des Diamins mit einem Farbwechsel verbunden ist, der durch 
das freie Auge gut zu verfolgen ist. Bei der Oxydation geht namentlich das 
praktisch farblose Diamin in eine dunkelviolette, unlésliche Substanz iiber, 
die zum gréBten Teil an das Gewebe adsorbiert bleibt und dieses tief 
anfarbt. 

1) O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. 149, 250, 1913. 

2) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 

8) Die Oxydationsformel des Diamins ist die folgende: 

wm. NH 


+ 1/,0, + H,0O. 


| 
NH, NH 
2s handelt sich also auch hier eigentlich um eine Dehydrierung. 
*) F. Battelli und L. Stern, diese Zeitschr. 46, 317 und 343, 1912. 
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Die erste Frage bei der Untersuchung der Oxydation dieser Substan: 
also ist die, ob bei der Oxydation dieser Substanz durch das Gewel» 
tiberhaupt eine Wasserstoffaktivierung stattfindet. 

Die Aufgabe, nachzuweisen, ob bei einer Reaktion eine Wasser- 
stoffaktivierung stattfindet, ist dank den ausgedehnten Arbeiten 
Thunbergs eine einfache. Als allgemeines Zeichen der Wasserstoff- 
aktivierung gilt heute die Entfirbung des Methylenblaus. Wird di 
zu untersuchende Substanz nimlich in Abwesenheit von Sauerstoft 
mit dem Gewebe und mit Methylenblau zusammengebracht und finde: 
eine Wasserstoffaktivierung statt, so wird durch den aktivierten Wasser- 
stoff der Farbstoff reduziert, was wir an dem Farbwechsel bzw. der 
Entfarbung mit Leichtigkeit erkennen kénnen, da das reduziert: 
Methylenblau farblos ist. Die Methodik des Versuchs besteht einfach 
daraus, daB wir das Gewebe mit Farbstoff und der Substanz in einem 

geeigneten Réhrchen zusammenbringen, das Réhrchen 
evakuieren, inkubieren und auf seine Farbe beobachten. 
Diese Methodik erfuhr in unserem Falle nur insofern eine 
Abainderung, daB wir zuerst evakuieren und dann dic 
Substanz, das Diamin, mit der Muskelfarbstoffsuspension 
mengen muBbten, da sonst durch die sehr rasch eintretende 
Oxydation und Verfarbung des Diamins die Schirfe der 
g| eventuell spiater eintretenden Entfarbung des Methylen- 
"| blaus vermindert wird. Zu diesem Ende wurde das Thun- 
bergsche Réhrchen nach beiliegender Zeichnung (Abb. 3) 
so abgeaindert, daB der Handgriff ein kleines Reservoir ent- 
halt, in das nun das Diamin gesondert eingefiihrt werden 
kann. Nachdem das Réhrchen nun evakuiert und geschlossen ist, 
kann man bei SauerstoffabschluB das Diamin der im Réhrchen befind- 
lichen Muskelfarbstoffmischung zuflieBen lassen. 

Der Versuch gestaltete sich also folgendermaBen: 0,4g des ge- 
waschenen Muskels wurden in ein modifiziertes Thunbergréhrchen 
gesetzt, dann hier mit 0,5ccm 0,2 mol. Kaliphosphatlésung von p,, 7 
und 0,2ccm 1: 5000 Methylenblaulésung versetzt (Methbl. med.) 
In das Reservoir im Handgriff kamen 0,3 ccm lproz. p-Phenylen- 
diamin. Nun wurde evakuiert. Da mir nur eine Wasserstrahlpumpe 
mit 20mm Druck zur Verfiigung stand, wurde nach vollzogener 
Evakuierung (die mit einem starken Kochen der Flissigkeiten einher- 
geht) durch einen Dreiweghahn reine Kohlensiiure eingelassen. Hier- 
nach wurde nochmals zu 20 mm evakuiert, dann das Réhrchen durch 
Drehen des Handgriffes verschlossen, wobei das Diamin der Suspension 
zufloB. Nachdem durch Schiitteln gut durchgemengt, das Seiten- 
réhrchen mit Wasser gefiillt wurde, wurde das ganze Réhrehen in 
ein Wasserbad von 37° versenkt und auf seine Farbe beobachtet. 


Abb. 3. 
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Als Kontrolle wurden weitere ahuliche Mischungen hergestellt, in 
denen das Diamin durch 0,3 Aqua dest. oder 0,3 ccm 0,1 mol. bernstein- 
saures Natrium ersetzt wurde. Natiirlich wurden alle Versuche wieder- 
holt ausgefiihrt. 

Da das Diamin durch das Muskelgewebe in Gegenwart von Sauer- 
stoff ebenso rasch oxydiert wird wie die Bernsteinsiiure, so mubte 
erwartet werden, daB das Methylenblau ebenso rasch in den Diamin- 
roéhrehen entfarbt wird wie in den Bernsteinsiureréhrchen, falls bei 
dem OxydationsprozeB des Diamins tiberhaupt eine Wasserstoff- 
aktivierung stattfindet. 

Es wurde bei diesen Versuchen folgendes Resultat erhalten: 

1. Muskel (plus Phosphat) plus Aqua dest. entfiirbt Methylen- 
blau nicht. 

2. Muskel (plus Phosphat) plus Bernsteinsiure entfirbt binnen 
10 Minuten den Farbstoff vollstindig. 

3. Muskel (plus Phosphat) plus Diamin entfairbt nicht. Die Beob- 
achtung wurde auf 30 Minuten und 1 Stunde ausgedehnt. Die Sus- 
pension zeigt gegeniiber den Kontrollen (mit Aqua dest.) keinerlei 
Unterschied. Der Wasserstoff des Diamins wird also durch das Gewebe 
nicht aktiviert. Bei der Oxydation des Paraphenylendiamins durch 
das Muskelgewebe findet also keine Wasserstoffaktivierung statt. 

Um dieses Resultat weiter zu bekriftigen. wurde eine Reihe 
weiterer Versuche mit Hilfe der Cyanvergiftung ausgefiihrt. Den 
obigen Resultaten entsprechend, miissen wir erwarten, daB ebenso wie 
die Bernsteinsiureoxydation auch die Phenylendiaminoxydation durch 
geringe Mengen Cyan vergiftet wird, das die Sauerstoffaktivierung 
vernichtet. Im Gegensatz zu den Bernsteinsiureversuchen miissen 
wir aber erwarten, daB dieser vergiftete OxydationsprozeB durch 
Methylenblau nicht wieder in Gang gesetzt wird. Wie die Versuche 
zeigen, ist dies auch nicht der Fall. Die Versuche wurden folgender- 
maBen ausgefiihrt: 0,4 g Muskel wurden mit 0,5 cem Phosphat, 0,3 cem 
lproz. Diamin und 0,2 com KC N-Lésung verschiedener Konzentrationen 
in offenen Reagenzglisern versetzt. Unter stetem Schiitteln wurden 
dann die Réhrchen im Wasserbade inkubiert und ihre Firbung beob- 
achtet. Réhrchen ohne Cyan zeigen unter diesen Umstinden binnen 
weniger Minuten als Zeichen der weitgehenden Oxydation des Diamins 
eine tiefblaue bis violette Farbe. Diese Oxydation wird von Cyan 
bereits in Konzentrationen von 0,001 Proz. sehr weitgehend gehemmt. 
Nun wurden analoge Reihen von Réhrchen hergestellt, zu denen noch 
je 0,.2cem Methylenblau (1: 5000) zugesetzt wurden. Wiirde bei der 
Oxydation des Diamins eine Wasserstoffaktivierung stattfinden, so 
miBten wir erwarten, daB analog den Versuchen mit Bernsteinsiure 
(s. vorhergehender Abschnitt) trotz der Gegenwart des Cyans doch 
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eine gewisse Oxydation eintritt. In Ubereinstimmung mit den Resu! 
taten des obigen Versuchs konnte aber durch die Zufiigung von Methylen, 
blau keinerlei Férderung der gehemmten Oxydation beobachtet werde: 


Dieses Resultat wurde nun endlich mit Gasmessungen kontrolliert 


die ganz analog den Versuchen ausgefiihrt wurden, die in dem ersten 


Abschnitt dieser Arbeit bei der 
Bernsteinsiure beschrieben sin 
Es wurden also 2g Muskel im Re- 
spirometer in Gegenwart von Dia- 
min auf ihren Sauerstoffverbrauch 
untersucht, dann die Oxydation 
durch Zugabe von KCN  sstill- 
gesetzt, dann Methylenblau zuge- 


* 
S | | 
t's | | geben. Das Resultat eines solchen 
¥ ST Pee | Versuchs ist in der Abb. 4 dar. 
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Abb. 4. Kurve auch ein Versuch mit Bern. 

steinsiure aufgenommen. Wie aus 

der Kurve ersichtlich, hat Methylenblau beim Diamin im Gegen- 
satz zur Bernsteinsiéure nicht den geringsten Effekt. 


Alle diese Versuche zeigen also, daB bei der Oxydation des Diamins 
keine Wasserstoffaktivierung stattfindet und diese Oxydation ein 
Ausdruck der Sauerstoffaktivierung ohne Wasserstoffaktivierung ist. 
Hiermit bekommt man also wahrscheinlich eine einfache Methode 
in die Hand, um diesen so wichtigen TeilprozeB biologischer Oxydation 
an und fiir sich zu untersuchen und somit die verwickelten Oxydations- 
prozesse weiter analysierend in seine einzelnen Phasen zu zerlegen 
Hiermit wird also auch im Sinne Warburgs das Bestehen eines selb- 
standigen Sauerstoffaktivierungssystems demonstriert. 


111. Ober die Frage der Identitat des Paraphenylendiamin- und Suceinoxydons. 

Bei der Untersuchung des Succin- und Phenylendiamjinoxydons 
ist es Batelli und Stern aufgefallen, daB die beiden Fermente bei ihrer 
Tatigkeit in allen Organen dieselbe Menge Sauerstoff verbrauchen 
Weiterhin konnten diese Forscher beobachten, daB, wenn sie dem 
Gewebe das Diamin und die Bernsteinsdure gleichzeitig zugaben, sich 
der Sauerstoffverbrauch nicht summierte, sondern jetzt beide Fermente 
den Sauerstoffverbrauch teilten, den das Gewebe zeigte, wenn Bernstein- 
siiure oder Diamin allein zugesetzt wurde. Beide Ergebnisse sprechen 
stark fiir die Identitat beider Fermente, und die Schweizer Forscher 
wiirden auch fiir die Identitaét beider Fermente Stellung nehmen. 
wenn nicht ein Organ, das Gehirn, eine starke Ausnahme ven obig«' 
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Regel bilden wirde. Dieses Organ verbraucht bei der Zugabe dés 
Diamins bedeutend mehr Sauerstoff als bei der Zugabe von Bern- 
steinséure. 

Wie wir sahen, ist die Diaminoxydation ein Ausdruck der Sauer- 
stoffaktivierung, die Succinoxydation ein Ausdruck der Wasserstoff- 
aktivierung plus Sauerstoffaktivierung. Es scheint natiirlich, daB die 
Zelle nicht fir jedes Dehydrierungsferment einen besonderen Sauerstoff- 
aktivierungsmechanismus hat, sondern daB der ,,gemeinsame Brenn- 
stoff der Zelle“* (Thunberg), der aktive Wasserstoff, stets an demselben 
groBen System der Sauerstoffaktivierung verbrannt wird. Bei dieser 
Annahme haben wir also eine partielle Identitét der beiden genannten 
Fermente. Die gleiche GréBe des Sauerstoffverbrauchs in allen Organen 
durch beide Fermente erklirt sich nun in einfacher Weise, wenn man 
annimmt, daB von beiden Systemen, der Wasserstoffaktivierung der 
Bernsteinsiure und der Sauerstoffaktivierung, in allen Organen auBer 
dem Gehirn das erstere das leistungsfihigere ist. Somit tritt dann 
der langsamere ProzeB, die Sauerstoffaktivierung, bei beiden Oxy- 
dationsprozessen als limitierender Faktor auf. Nur fiir das Gehirn, 
dieses so sauerstoffempfindliche Organ, miiBte man annehmen, dab 
hier das System der Sauerstoffaktivierung stirker entwickelt ist als 
das System der Wasserstoffaktivierung fiir Bernsteinsiure. 


Diese Annahme ist einer experimentellen Priifung zugiinglich. Ist 


namentlich bei der Oxydation der Bernsteinsiure auBer im Gehirn 
in allen anderen Organen die Sauerstoffaktivierung die schwiichere 
Komponente, so muB die Oxydation der Bernsteinsiure auBer im 
Gehirn in allen Organen eine weitgehende Abhaingigkeit von der Sauer- 
stoffspannung zeigen. Beim Gehirn darf dann die Sauerstoffspannung 
keinen ahnlichen EinfluB haben. 


Aus diesem Standpunkte sind nun drei Gewebe, Muskel, Niere 
und Gehirn untersucht. Als Material diente das gewaschene Muskel- 
gewebe der Cavia, und die Niere und das Gehirn des frisch getéteten 
Schweines, das in analoger Weise vorbehandelt wurde. Vom Gehirn 
wurde, soweit eine Trennung méglich war, nur die graue Substanz 
verwendet. Das Gehirngewebe wurde vom Waschwasser an der Zentri- 
fuge getrennt. 

Auch bei diesen Versuchen wurde analog den friiheren Ex- 
perimenten der Sauerstoffverbrauch von 2g Gewebe im oben be- 
schriebenen Respirometer gemessen. Zu dem Gewebe wurde stets 
leem Phosphatlésung und Il ccm 0,2 mol. bernsteinsaures Natrium 
zugegeben. , 

Die Resultate sind der Kiirze halber in der Abb. 5 zusammen- 
gefaBt. Bei dem Pfeile wurde die Luft, die das Respirometer erfiillt, 
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mit Sauerstoff ausgespiilt. Nach der Sauerstoffeinleitung wur:> 
stets 5 Minuten mit den Druckmessungen gewartet, um dem Temperatur- 
ausgleich geniigende Zeit zu geben (Temperatur 37°). 

Wie man aus der Kurve ersieht, ist sowohl bei dem Muskel wie 
bei der Niere der Sauerstoffverbrauch .von dem Sauerstoffdruck weit. 
gehend abhingig. Beim Muskel sehen wir sogar eine sehr genaue 
Proportionalitat beider GréBen. Hingegen zeigt sich das Gehirn der 
Erhéhung des Sauerstoffdrucks gegeniiber ganz indifferent. 

Um dieses Resultat noch mit andersartigen Versuchen zu stiitzen, 
wurden folgende Versuche angestellt. Der Sauerstoffverbrauch von 
Muskel, Niere und Gehirngewebe wurde in Sauerstoffatmosphire bei 
Gegenwart von Bernsteinsiiure gemessen. Nachdem die Kurve des 
Sauerstoffverbrauchs festgestellt war, wurde aus dem vorher auf- 














60 gefiillten SeitengefaB lecm 0,5proz. Me- 
/ thylenblaulésung eingelassen und dann 

50 der Sauerstoffverbrauch weiter verfolgt. 
2 Der Gedankengang, der zu diesem Ver- 

#0 such fiihrte, war folgender: Ist in einem 
RY Organ von der Wasserstoff- und Sauerstoff- 

"x b, )/| aktivierung der letztere der schwiachere 


ww | ProzeB, so muB durch Zugabe des Me- 

J tie thylenblaus die Oxydationsgeschwindig- 

keit deutlich gesteigert werden, nachdem 

das Methylenblau, wie wir weiter oben 

—. sahen, ahnlich wie ein Sauerstoffaktivator 

—> Min. wirkt und somit den schwiicheren, limi- 

oe tierenden ProzeB verstarkt. Ist hingegen 

in dem betreffenden Organ die Wasserstoffaktivierung der minder 

leistungsfahige ProzeB, so darf die Zugabe des Farbstoffs nur einen 
geringen férdernden Einflu8 auf die Gesamtreaktion haben. 

Das Resultat dieser Versuche war das folgende: beim Muskel 
zeigt der Sauerstoffverbrauch bei Zugabe des Farbstoffs eine Steigerung 
von 30 Proz. Ebenso zeigen auch die Nieren unter diesen Umstinden 
eine Steigerung von 30 Proz. Das Gehirn zeigt hingegen bei Zugabe 
des Farbstoffs bloB die geringe Steigerung von 3,5 Proz. 

Alle diese Beobachtungen zeigen also, daB bei der Oxydation der 
Bernsteinsiure im Muskel und in der Niere die Wasserstoffaktivierung, 
im Gehirn die Sauerstoffaktivierung der leistungsfahigere ProzeB ist und 
somit sich die Befunde von Batelli und Stern in befriedigender Weise 
erkliren. Es steht im Einklang mit den Beobachtungen des zweiten 
Abschnitts, daB die Oxydation des Paraphenylendiamins in analogen 
Versuchen weder im Muskel, noch in der Niere oder im Gehirn durch 
Zugabe von Methylenblau eine Steigerung erfuhr. 
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Bemerkung zur Frage des Sauerstoffbediirfnisses. 


Bekanntlich ist die Theorie des Sauerstoffbediirfnisses von Ehrlich 
heute allgemein verlassen. Es sind hauptsichlich zwei Argumente, 
die gegen diese Theorie sprechen. Erstens wird gesagt, daB wir von 
der Reduktion eines Farbstoffs nicht auf ein Sauerstoffbediirfnis 
schlieBen dirfen, und diese Reduktion und die Oxydation sind oder 
kénnen voneinander ganz unabhingige Prozesse sein. Es sei mir ge- 
stattet, nur ganz kurz darauf hinzuweisen, daB wir nach der ausgedehnten 
Literatur der Wasserstoffaktivierung in der Reduktion eines Farbstoffs 
eben ein Zeichen der Wasserstoffaktivierung ersehen kénnen, ein 
ProzeB, der mit der Atmung der Zelle identisch ist bzw. einen wesent- 
lichen Teil derselben bildet. 

Das andere schwerwiegende Argument gegen die Theorie Ehrlichs 
ist der Umstand, daB in den letzten Jahren in verschiedenen Organen 
eine positive Sauerstoffspannung gefunden wurde. Nachdem aber 
vor dem eigentlichen OxydationsprozeB der Sauerstoff aktiviert werden 
muB, so ist es direkt nur die Konzentration des aktiven Sauerstoffs, 
die fir den OxydationsprozeB maBgebend ist, und die ,,Sauerstoff- 
spannung, der ganze molekulare Sauerstoff ist ein ,,Jenseits“, mit 
dem der eigentliche OxydationsprozeB unmittelbar nichts zu tun hat. 
Wird dem Gewebe geniigend Material zur Dehydrierung geboten, so 
kann, wie wir sahen, die Sauerstoffaktivierung der minder leistungs- 
fihige Proze8 werden und als limitierender Faktor auftreten, und wir 
haben einen Fall des Sauerstoffbediirfnisses vor uns, ganz gleich, ob 
im Gewebe gleichzeitig ein positiver Sauerstoffdruck herrscht oder 
nicht. Da die Sauerstoffaktivierung kein zeitloser ProzeB ist, missen 
wir sogar auf jeden Fall erwarten, daB in allen Geweben stets ein 
positiver Sauerstoffdruck herrscht, sei das Sauerstoffbediirfnis auch 
noch so intensiv. 


Ob nun in den Zellen tatsichlich mehr Material dehydriert als 
Sauerstoff aktiviert werden kann, ob also ein Sauerstoffbediirfnis 
herrscht, ist nicht festgestellt. In diese Richtung scheint mir der 
Befund von Batelli und Stern zu weisen, daB bei der Phenylendiamin- 
und Succinoxydation dieselben Mengen Sauerstoff verbraucht werden 
wie bei der ,,Hauptatmung™. 


Einige Bemerkungen zum doppelten Verbrennungsmechanismus. 
Wie wir sahen, besteht die Bernsteinsiureoxydation aus zwei 
voneinander prinzipiell unabhingigen Vorgingen, der Wasserstoff- 
aktivierung und der Sauerstoffaktivierung. Ob nun auch bei der 
eigentlichen Atmung der Zelle stets beide Mechanismen tatig und un- 
meBbar sind, muB noch festgestellt werden. Immerhin scheint mir, 
14* 
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daB wir diese Frage doch mit Wahrscheinlichkeit im positiven Sinn 
beantworten kénnen, da doch auch der AtmungsprozeB durch Cyan 
vergiftet wird und andererseits die Nahrungsstoffe keinen labilen 
durch aktiven Sauerstoff allein oxydierbaren Wasserstoff enthalte:, 
und Thunberg auch fir die vielen Nahrstoffe die Wasserstoffaktivierung 
nachgewiesen hat. Im Wesen scheint also auch der Atmungsproze|} 
denselben Grundlinien zu folgen wie die Bernsteinsiureoxydation. 
Die Frage, die ich noch kurz streifen méchte, ist die nach dem 
Zwecke dieses doppelten Mechanismus. Ist dieser einmal durch das 
Experiment festgestellt, so will man sich auch gern tiber sein Ziel und 
seine sicher vorhandene ZweckmaBigkeit einen Begriff formen. Wenn 
ich so nun hieriiber nachdenke, so scheint mir ein doppelter Mechanismus 
fir die Zelle nicht nur zweckmaBig, sondern sogar die einzige Méglichkei' 
Das Vorstellen einer Sauerstoffaktivierung als einzigen Akti- 
vierungsprozeB im Sinne Warburgs ist mit groBen Schwierigkeiten 
verbunden, Erstens ist die Oxydationskraft der Peroxyde — die als 
aktiver Sauerstoff allein in Betracht kommen kénnen — sehr be- 
schrankt. Wie ich z. B. an anderer Stelle zeigte), reicht die Oxydations- 
kraft der monosubstituierten Peroxyde in der aliphatischen Reihe 
nicht tiber die Oxydation der a-Oxy- oder Ketosiuren. Alkohole, 
Aldehyde, Ketone, Fettsiuren, auch Oxysiuren mit weiter als in 
a-Stellung gelegener Oxygruppe bleiben durch Athylperoxyd auch in 
Gegenwart von Eisen unoxydiert. Somit kénnen also unsere wesent- 
lichsten Nahrungsstoffe durch solch ein Peroxyd nicht angegriffen 
werden. Es gibt aber recht verschiedene Peroxyde, und nehmen wir 
an, daB es Peroxyde gibt, die auch Fette und Kohlehydrate vollstindig 
oxydieren kénnten, so scheint mir so ein furchtbares Oxydationsmitte|, 
das ungefaihr der konzentrierten Chromschwefelsiure gleichkame, fiir 
so ein 4uBerst labiles, feines Gebilde wie die Zelle unbrauchbar. 
Andererseits aber kénnte man denken, daB die Zelle an einer 
Wasserstoffaktivierung genug haben und den Wasserstoff so weit 
aktivieren kénnte, daB dieser sich ohne aktiven Sauerstoff durch 
Autoxydation durch molekularen O, selbst oxydieren kénnte. Wie 
wir aber seit Schénbein wissen, ist die Autoxydation kein so unschuldiger 
Proze8. Wir haben bei der Autoxydation als primires Produkt stets 
ein Peroxyd, eine recht giftige Substanz zu erwarten. Dies wiire also 
auch ein recht gefihrliches Spiel, das sich ein so subtiles Gebilde, wie 
die Zelle, nicht erlauben kann. Wohl kénnte man denken, daB das 
Peroxyd durch Katalase entladen wird. Die Entladung des Wasserstoff- 
peroxyds durch Katalase ist aber kein zeitloser Vorgang, sondern ein 
relativ langsamer, fermentaihnlicher ProzeB, kann man doch, wie man 





1) A. v, Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 149, 188, 1924. 
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bei Bach und Chodat findet, mit Wasserstoffperoxyd plus Peroxydase 
auch in Gegenwart von Katalase arbeiten, wenn man nur dann bei 
seinen Berechnungen die inzwischen entladene H,0,-Menge in Rechen- 
schaft nimmt. AuBerdem aber sei auch daran erinnert, daB die Katalase 
anderen Peroxyden, wie monosubstituierten Peroxyden gegeniiber 
vollkkommen machtlos ist. 

Man kénnte sich, wie ich denke, auch schwer vorstellen, daB die 
Zelle den aktivierten Wasserstoff einfach seinem Schicksal tiberlassen 
wiirde und somit bei der fundamentalsten und bedeutendsten all ihrer 
chemischen Leistungen, als die groBe Quelle ihrer Energien, eine 
Prozedur gebrauchen wiirde, bei der sie ohne die Méglichkeit eines 
regulatorischen LEinflusses den groBen ,,gemeinsamen Brennstoff* 
einfach seinem Schicksal tiberlassen wiirde, ganz unbekiimmert um 
die giftigen Produkte, die bei dieser Autoxydation unumginglich ent- 
stehen miiBten. Es wire schwer, anders zu denken, als daB die Ver- 
brennung des aktiven Wasserstoffs auch ihr festes Oxydationsschema 
hat. Dieses kann aber natiirlich nur dann ihrer Aufgabe nachkommen, 
wenn der Wasserstoff keiner Autoxydation unterliegen kann, d. h. 
nicht weiter aktiviert wird, wie nétig, um eben noch durch aktivierten 
Sauerstoff verbrannt werden zu kénnen. An der anderen Seite braucht 
dann auch der Sauerstoff nur so weit aktiviert zu werden, daB er den 
sehr reaktionsfihigen, stark reduzierenden aktiven Wasserstoff zu 


oxydieren vermag, ohne fiir andere, nicht zur Verbrennung bestimmte 
Zellelemente gefaihrlich zu werden. Somit bleibt dann der Oxydations- 
prozeB auf dasjenige Wasserstoffatom in der Zelle beschriinkt, das 
die Zelle durch Wasserstoffaktivierung zur Verbrennung bestimmt hat. 
In dieser Weise bleibt dann die Zelle auch Herr des ganzen Prozesses, 
der durch das feine Ineinandergreifen zweier Prozesse zustande kommt 
und bis zu ihrem Endpunkte regulatorischen Einfliissen zugiinglich bleibt. 


Zusammenfassung. 


Die durch KCN vergiftete Oxydation der Bernsteinsiiure durch 
das Muskelgewebe kann durch die Zufiigung von Methylenblau wieder 
in Gang gesetzt werden. Die Erklirung dieses Versuchs ist die, dab 
bei der Oxydation der Bernsteinsiure ein doppelter Mechanismus titig 
ist, ein Mechanismus der Wasserstoffaktivierung im Sinne Wielands 
und ein Mechanismus der Sauerstoffaktivierung im Sinne Warburgs. 
Die biologische Oxydation der Siure kommt durch das harmonische 
Ineinandergreifen beider Prozesse zustande. Der molekulare Sauerstoff 
ist nicht imstande, den aktivierten Wasserstoff zu oxydieren. Der 
molekulare Sauerstoff ist kein Wasserstoffakzeptor. Wird also durch 
Cyan die Sauerstoffaktivierung im Sinne Warburgs vergiftet, so steht 
die Oxydation still da der aktivierte Wasserstoff nicht verbrannt 
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werden kann. Durch Methylenblau wird eine neue Verbindung zwische: 
aktivem Wasserstoff und molekularem Sauerstoff geschaffen. 

Bei der Oxydation des Paraphenylendiamins durch das Muske| 
gewebe findet keine Wasserstoffaktivierung statt. Das Gewebe ha‘ 
fir dieses Diamin keinen Wasserstoffaktivator, und die Oxydation 
dieser Substanz durch den aktivierten Sauerstoff wird durch den 
Umstand erméglicht, daB das Diamin in seinem Molekiil bereits normaler- 
weise labilen Wasserstoff enthilt. Die Paraphenylendiaminoxydation 
ist also ein Ausdruck der Sauerstoffaktivierung ohne Wasserstoff- 
aktivierung und kann somit zur Demonstration des stiandigen 
Sauerstoffaktivierungssystems dienen. Die durch Cyan _ vergiftete 
Diaminoxydation kann dementsprechend nicht durch Methylenblau 
reaktiviert werden. 

Es wird das Verhiltnis des Bernsteinsiure und Diamin oxydierenden 
Ferments besprochen. 

Es wird auf die ZweckmaBigkeit des doppelten Verbrennungs- 
mechanismus hingewiesen. 
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Reduktionstabellen zur Blutzuckerbestimmung nach dem 
Neuen Verfahren* von I. Bang fiir Gewichte des Ausgangs- 
materials von 50 bis 130 mg. 


Von 
Heinrich Dreyfuss. 


(Aus der Inneren und Nerven-Abteilung des Stiadtischen Krankenhauses 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1924.) 


Mit der weiteren Verbreitung der Mikromethodik (1), (hier auch 
ausfiihrliche Literatur) als klinische Untersuchungsmethode muB8 sich 
naturgem&B der Wunsch bemerkbar machen, ihre praktische Anwendung 
bei voller Wahrung der Genauigkeit so einfach und wenig zeitraubend 
als méglich zu gestalten. 

Die stiandige Bestimmung und Kontrolle des Blutzuckers vor 
allem ist in der Diagnose und Therapie des Diabetes, besonders auch 
bei Anwendung der neuen Insulinpriparate, eine unentbehrliche 
klinische Untersuchung geworden. Und gerade hier muB die Mikro- 
methode die gegebene Untersuchungsmethode sein, da es in den meisten 
Fillen unméglich ist, durch fortgesetzte Blutentnahmen aus der Vene 
stindig das fir makromethodische Bestimmungen notwendige Unter- 
suchungsmaterial zu gewinnen, wiahrend sich solches fiir die mikro- 
methodische Bestimmung auch haufiger und mehrmals am Tage ent- 
nehmen l46t durch einen kleinen Einstich in das Ohrlappchen oder 
die Fingerbeere, ohne daB man allzu groBe Widerstinde von seiten 
der Patienten zu tiberwinden braucht. 

Aus diesem Grunde hat gerade die von J. Bang (2) ausgearbeitete 
Methode zur Bestimmung des Blutzuckers, die im ,,Neuen Verfahren‘ 
den Vorzug von groBer Genauigkeit mit relativer Einfachheit und 
leichter Vermeidbarkeit der Fehlerquellen vereinigt, in der letzten 
Zeit weiteste Verbreitung als klinische Untersuchungsmethode gefunden. 

Durch die im folgenden angegebene Reduktionstabelle glaube ich 
zur Vereinfachung und zur Zeitersparnis bei der praktischen An- 
wendung der Methode beizutragen, indem durch sie die Titrationswerte 
mit den festzustellenden Blutzuckerwerten in Beziehung gebracht 
werden, so daB die letzteren direkt abgelesen werden kénnen und die 
gesamte Rechenarbeit tiberfliissig wird. 

Von anderen Reduktionstabellen, insbesondere von der im An- 
schluB an das ,,Alte Verfahren“‘ in dem Buche von Bang angegebenen 
kurzen Reduktionstabelle (Mikromethoden von Bang, 8. 35) unter 
scheidet die folgende sich vor allem dadurch, da sie nicht nur Ein- 
heiten der Titrationsfliissigkeit und Zuckermenge in Beziehung setzt 
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(wobei man den endgiiltigen Zuckerwert doch erst berechnen mui, 
sondern auch die variablen Gewichtswerte des Ausgangsmaterials (Blu/ 
eventuell Serum oder Liquor) in die Beziehung einfiihrt und dadurch i: 
jedem Einzelfalle den endgiiltigen Zuckerwert sofort ablesbar macht 


Herrn Prof. Veil, Miinchen, in dessen Laboratorium ich im letzten 
Jahre arbeitete und die Methode erlernte, méchte ich hier fiir die mir 
gegebene Gelegenheit hierzu meinen verbindlichsten Dank aussprechen. 


Des Zusammenhangs und besseren Verstiindnisses halber  seien 
zunichst das Prinzip und die wesentlichsten Punkte der Ausfiihrung 
des Verfahrens angefiihrt, wobei ich den Wortlaut (teilweise gekiirzt) 
aus J, Bang, Mikromethoden (2), zugrunde lege und im iibrigen auf 
dieses Buch (S. 35 u. ff.) verweise. 


Prinzip: ,,Das Prinzip der Methode besteht darin, daB das gebildete 
Kupferoxydul durch Jodsiure oxydiert und der Uberschu8 an Jodsiiure 
nach Zusatz von Jodkalium durch Titration mit Thiosulfatlésung ermitte!t 
wird’, (Bang, 8. 35.) 

Ausfiihrung: (Bang, 8. 36.) ,,Die mit Blut getrinkten Papierstiickchen 
(bei dem alten Verfahren ist 8. 34 angegeben: 100 bis 130mg Blut last 
man durch das vorher gewogene Papier aufsaugen) werden mittels 6,5 
+ 6,5 ccm (bzw. 10 + 3) Salzlésung (s. Bang) extrahiert und die Lésung in 
einen 100 bis 125 cem fassenden Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Hierzu gibt 
man 2ccm der Jodatlésung (s. Bang) und 2 ccm Alkalilésung (s, Bang). Dann 
wird indirekt erhitzt. Der Wasserdampf wird in einem 500-cem-Kochkolben 
entwickelt (ein Zusatz von Siedesteinen ist erforderlich) und durch ein 
Glasrohr bis unmittelbar auf den Boden des Erlenmeyerkolbens geleitet. 
Das Glasrohr ist am unteren Ende kugelférmig aufgeblasen, und die Kuge! 
mit fiinf bis sechs kleinen Léchern versehen, damit der Wasserdampf sich 
gleichmaBig verteilt und nichts iiberspritzt. Unmittelbar nachdem die 
Zuleitung von Wasserdampf begonnen hat, wird die Zeit mittels einer 
4 Minuten anzeigenden Sanduhr festgestellt. Nachdem die Sanduhr ab 
gelaufen ist, setzt man aus einer Pipette 2ccem 20proz. (Vol.) Schwefelsiure 
zu, senkt das Stativ und spiilt das Glasrohr mit der Spritzflasche ab. Man 
nimmt nun den Kolben weg und 1J48t ihn mindestens 5 Minuten — auch 
linger — ruhig stehen, setzt dann 25 ccm Wasser hinzu und kihlt, wenn 
nétig. Nach Zusatz von 0,5 ccm einer 5proz. Jodkaliumlésung und | bis 
2 Tropfen Stiarkelésung titriert man mit n/100 Natriumthiosulfat (eventuel! 
kann auch n/200 Lésung verwendet werden) etwa bis farblos. 

Bei einem blinden Versuche sollen 0,03 cem n/100 Natriumthiosulfat- 
lésung verbraucht werden. 0,28 ccm n/100 Natriumthiosulfatlésung ent- 
sprechen regelmaBig 0,1 mg Zucker. 

Die Reduktionsformel ist also einfach: (1,97 — a): 0,28 = der ge- 
suchten Zuckermenge in Zehntel Milligramm (wenn a = Titrationswert des 
Vollversuchs ist); oder auch: (1,97 — a): 2,8 = der gesuchten Zuckermenge 
in Milligramm. 

Die Versuchsanordnung hitte also mindestens zu bestehen aus einem 
blinden und einem Vollversuch. Zur Kontrolle pflegt man zwei blinde und 
am besten drei parallele Vollversuche zu machen, deren Endergebnisse nur 
in ganz engen Grenzen — héchstens um 0,009 — differieren diirfen, um den 
Versuch noch brauchbar erscheinen zu lassen. 
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Fiir die Untersuchung zu klinischen Zwecken ist im allgemeinen die 
Kenntnis erwiinscht, wieviel Grammprozent oder Milligrammprozent der 
Blutzucker (bzw. Serum- usw. Zucker) betrigt. 

Die Rechnung hiitte also folgendermaBen zu geschehen: 

1. Titrationswert des blinden Versuchs (6) (soll 1,97 sein) — Titrations- 
wert des Vollversuchs (a) = Titrationsdifferenz (d). 

2. Titrationsdifferenz (d): 2,8 (konstanter Faktor s. oben) = in der 
Reaktion befindlicher Gesamtzucker (./). 

3. Gesamtzucker (M): Gewicht des Ausgangsmaterials (@) = Zucker in 
Img Ausgangsmaterial (Z). 

4.Z.100 = Zucker in 100mg Ausgangsmaterial = Blut- bzw. Serum- usw. 
Zucker in Prozenten (z). 

Da diese Rechenbeziehung: z = (d: 2,8): @.100 in allen Fallen die- 
selbe ist und als variable GréBen nur d und G (also die Titrationsdifferenz 
und das Gewicht des Ausgangsmaterials) enthalt, lassen sich die Werte fiir z 
(endgiiltige Zuckerwerte) leicht in Tabellenform bringen. 


1. Aufstellung. 


Zur Aufstellung der Anfangswerte fiir z wurden fiinfstellige Log- 
arithmen (3) benutzt; die Resultate wurden, da diese Genauigkeit geniigt, 
auf drei Kommastellen aufgerundet und die weiteren Werte fiir z durch 
entsprechende Interpolation gewonnen. 

Die Gewichtswerte des Ausgangsmaterials (@) wurden, um die Tabelle 
nicht allzu ausgedehnt zu gestalten und um die praktische Handhabung 
nicht zu erschweren, so weitgehend zusammengefaBt, als es méglich war, 
ohne die Genauigkeit zu gefihrden. 

Die durch diese Zusammenfassung bedingte Fehlergrenze betriigt 


durchweg viel weniger als die bei der praktischen Anwendung der Methode 
zwischen den drei Einzelbestimmungen zugelassene von 0,009. 

Die Tabelle wurde aufgestellt fiir Gewichtswerte des Ausgangsmaterials 
G = 50 bis 130 mg bei Titration mit n/100 Thiosulfatlésung. Bei geringerer 
Ubung ist es leicht, sich beim Wiegen in diesen Grenzen zu halten. 


2. Die Form (s. Schema auf folgender Seite). 


Oben befinden sich in queren, rechteckigen Feldern die Gewichte des 
Ausgangsmaterials (@) in Milligramm. 

Die vordere Spalte enthilt die Werte der Titrationsdifferenz (d) von 
0,01 bis 0,40 in Differenzen von 0,01; die hintere Spalte die dazu gehérigen 
Zuckerwerte (z) in Grammprozenten bzw. bei Verschiebung des Kommas 
um drei Stellen in Milligrammprozenten. 

Unten links gibt die Tabelle die Werte der Titrationsdifferenz (d) 
von 0,40 bis 1,00 in Differenzen von 0,10, daneben die entsprechenden 
Zuckerwerte. Rechts unten befindet sich die jeweils dazu gehérige Inter- 
polationstabelle fiir Differenzen von 0,01. 

Die in normalen Grenzen befindlichen Zuckerwerte sind jeweils durch 
Kursivziffern gekennzeichnet. 


8. Die Anwendung. 


Die Anwendung der Tabelle sei am besten an zwei entsprechenden 
Beispielen erklart. 

a) Beispiel fiir einfache Ablesung: Es sei z. B. Gewicht des Ausgangs- 
materials G = 74mg und Titrationsdifferenz d = 0,14 festgestellt. 
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Schema. 
Ge- | | wichte] in | Mitt |eramm| 
Titrationsdifferenz Zucker Titrationsdifferenz Zucker 
nae (d) giProz. (2) (d) giProz. (=) 
0,01 z 0,21 z 
0,02 0,22 
__, SR ae bod; vats. 0,40 4 | 
Interpolation 
0,40 z 0.0 0,00 
0,50 Diff. yea ei 
: “ 2 
3 
4 
5 
6 
. 7 
1,00 s 
9 
2,00 | 10 


Ausfiihrung: Man sucht in der Tabelle den Gewichtswert 74 mg und 
findet ihn in der Tabelle VI. In dieser sucht man in der vorderen Spalt: 
den Wert 0,14 und findet in der hinteren Spalte als zugehérigen Wert: 
0,067. Der Zuckergehalt betragt in diesem Falle 0,067 g/Proz. 

b) Beispiel fiir Ablesung mit notwendiger Interpolation: Es sei z. B. 
Gewicht des Ausgangsmaterials G = 67 mg und Titrationsdifferenz d = 0,73 
festgestellt. 

Ausfiihrung: Man sucht in der Tabelle den Gewichtswert 67 mg und 
findet ihn in der Tabelle IV. Man zerlegt 0,73 in die Zehntel 0,70 und 
die Hundertstel 3. In dieser Tabelle sucht man in der vorderen Spalte den 
Wert 0,70 und findet in der zugehérigen hinteren Spalte den Wert 0,355. 
Hierauf sieht man in der Interpolationstabelle, daB dem Wert 3 die Zah! |) 
entspricht. Diese Zahl 16 addiert man zu dem vorher gefundenen von 
0,385 = 0,401. Der Zuckergehalt betrigt in diesem Falle 0,401 g/Proz. 


Literatur. 


1) L. Pincussen, Mikromethodik in Brugsch, Ergebn. d. ges. Med. 4, 20s 
Berlin, Urban u. Schwarzenberg, 1922. — 2) J. Bang, Mikromethoden 2. 
Blutuntersuchung. Wiesbaden und Miinchen, Bergmann, 1922. Dies 
Zeitschr. 49, 1913. — 3) O. Schlémilch, Fiinfstellige logarithmische Tafeln. 
Braunschweig, Friedr. Vieweg & Sohn Akt.-Ges. 
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Reduktionstabellen zur Blutzuckerbestimmung. 
Tabelle XVII. 


Titrationsdifferenz Blutzucker Titrationsdifferenz Blutzucker 
n/100 Natr.-Thiosulf. g/Proz. n/100 Natr.-Thiosulf. g/Proz. 





0,01 0,003 0,21 0,057 
0,02 0,005 0,22 0,059 
0,03 0,008 0,23 0,062 
0,04 0,011 0,24 0.065 
0,05 0,014 0,25 0,068 
0,06 0,016 0,26 0,070 
0,07 0,019 0,27 0.073 
0,08 0,022 0,28 0,076 
0,09 0,024 0.29 0,078 
0,10 0,027 0,30 0,081 
0,11 0,030 031 0,084 
0,12 0,032 0,32 0,086 
0,13 0,035 0,33 0,089 
0,14 0,038 0,34 0,092 
0,15 0,041 0,35 0,095 
0,16 0,043 0,36 0,097 
0,17 0,046 0,37 0,100 
0,18 0,049 0,38 0,103 
0,19 0,051 0,39 0,105 
0,20 0,054 0,40 0,108 


Interpolation 


0 
Diff. 
27 


O.600 





rs 











ee OOS a ee ee 








a Mu Cet) ae Pe PRE 





Uber den EinfluS des Tuberkulins auf den 
Schwefelstoffwechsel Tuberkuléser und Nichttuberkuléser. 


Schwefelstoffwechsel beim Amyloid. 


Von 
Franz Giinther und Robert Meyer-Bisch. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik Géttingen. ) 


(Eingegangen am 25. Juni 1924.) 


In fritheren Mitteilungen') konnte gezeigt werden, daB die paren- 
terale Verabreichung von Schwefel, von Proteinkérpern und von Sub- 
stanzen, die als Reizkérper in erweitertem Sinne angesehen werden, 
scharf umschriebene, chemisch faBbare Veranderungen im Stoffwechse! 
hervorruft; diese bezogen sich auf den Wasser-, Kochsalz- und Eiweib- 
stoffwechsel, und zwar trat in den meisten Fallen nach der Injektion 
eines der genannten Stoffe eine voriibergehende Ausschwemmung von 
Wasser und Kochsalz ein, die in der Regel nach wenigen Stunden in 
eine allmihlich sich steigernde, mit Gewichtszunahme und Serum- 
verdiinnung verbundene Retention von Wasser und Chlor iiberging. 
Wahrend die Injektionswirkung simtlicher zur Anwendung kommender 
Substanzen in wichtigen Punkten tibereinstimmt, zeigt sich bei einer 
von ihnen, dem Schwefel, eine deutliche Abhangigkeit von der Do- 
sierung. Nach der Verabfolgung groBer Schwefeldosen in einer Menge 
von 50 bis 100 mg war der primire Verlust von Wasser und Kochsalz 
so stark, daB er sich nur langsam wieder ausglich und fiir Tage das 
Bild beherrschte. Eine Erklarung fiir diese Erscheinungen war zum 
Teil darin zu sehen, daB nach Injektion groBer Schwefeldosen der 
Zerfall von KérpereiweiB, der aus der stark negativen N-Bilanz der 
Injektionstage zu erschlieBen war, einen raschen Wiederansatz des 
verlorenen Gewichts verhinderte. Wenn auch durch die tibrigen Sub- 
stanzen — kleine Schwefelmengen, Milch, Aolan, Sanarthrit — eine 
derartig starke Beeinflussung des EiweiBstoffwechsels nicht zu er- 
kennen war, im Gegenteil sich sogar in vielen Fallen eine positive 
N-Bilanz zeigte, so ging doch aus der Untersuchung der einzelnen 
Schwefelfraktionen im Urin hervor, daB ausnahmslos eine erhebliche 
Verinderung im intermediiren EiweiBstoffwechsel eintrat, die sich 


1) Robert Meyer-Bisch und Basch, diese Zeitschr. 118, 1921; R. Meyer- 
Bisch, Zeitschr. f. klin. Med. 94, H. 4/6, 1922. 
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vor allem in einer absoluten und prozentualen Vermehrung der Aus- 
scheidung des Neutralschwefels auBerte. Auch nach groBen Schwefel- 
mengen erfolgte regelmiBig neben der Beeinflussung der Stickstoff- 
ausfuhr im Urin eine Verschiebung des prozentualen Anteils des Neutral- 
schwefels, doch bestand sie hier nicht in einer Zunahme, sondern in 
einer starken Abnahme, die sich bis zu einem tagelangen volligen 
Verschwinden steigern konnte ; also auch hier zeigt sich fir den Schwefel 
eine deutliche Abbingigkeit von der Dosierung. 

Aus den genannten Untersuchungen geht hervor, daB die Be- 
stimmung des Neutralschwefels als tiberaus feiner Indikator quali- 
tativer Veriinderungen im EiweiBstoffwechsel gelten kann, der be- 
sonders dann von Wert ist, wenn die Reaktion nicht plétzlich und 
intensiv genug ist, um quantitative Bilanzverschiebungen auszulésen. 
Die in dieser Weise feststellbaren Veriinderungen des EiweiBstoff- 
wechsels waren in der Regel sogar noch deutlicher ausgeprigt als die 
gleichzeitigen Verschiebungen im Wasser- und NaCl-Haushalt. Diese 
Methodik hielten wir daher fiir geeignet, unsere Kenntnis iiber die 
Beeinflussung des Stoffwechsels auf eine weitere Gruppe von EiweiB- 
kérpern auszudehnen, und zwar erschien es von besonderem Interesse, 
in derselben Weise, wie es bisher fir unspezifische Substanzen ge- 
schehen war, die Wirkung einer spezifischen Substanz, des Tuberkulins, 
zu untersuchen. Aus Griinden, die hier nicht weiter erértert zu werden 


brauchen, war es von vornherein notwendig, die Injektionswirkung des 
Tuberkulins nicht nur am Tuberkulésen, sondern auch — soweit wenig- 
stens mit klinischen Methoden ‘feststellbar — an Normalen zu priifen. 


Methodik. 

Nach vorheriger Einstellung auf eine annihernd gleichmiBige 
Kost wurden bei dieser in der 24stiindigen Harnmenge jedesmal be- 
stimmt: Gesamtstickstotf (nach Kjeldahl); NaCl (nach Mohr); 1. Ge- 
samtschwefel (nach Folin); 2. Gesamtschwefelsiure (anorganische 
+ Ather-SO,) und 3. Atherschwefelsiure (nach Salkowski); der Neutral- 
schwefel ergibt sich als Differenz von 1 — 2. Samtliche Schwefelwerte 
sind auf SO, berechnet. SerumeiweiB wurde mittels Refraktometer 
gefunden. Die Injektionen wurden mit Kochschem Alttuberkulin 
ausgefiihrt. 

A. Tuberkulése. 


Zur Beobachtung kamen fiinf Falle von Tuberkulose, die sich in ver- 
schiedenen Stadien der Krankheit befanden. Bei einem der Kranken wurde 
nicht injiziert, es kam uns bei diesen Patienten im wesentlichen darauf an, 
die Beobachtungen von M. Weiss) nachzupriifen, der iiber eine spontane, 
chronische absolute und prozentuale Vermehrung des Neutralschwefels 
berichtet hat. Bei diesem Falle ergaben sich an mehreren Tagen ohne jede 


1) Moritz Weiss, diese Zeitschr, 27. 
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erkennbare Ursache — es bestand kein Fieber — ganz auffallend hohe 
Neutralschwefelwerte bis zu 28 Proz.; an anderen war die Ausscheidung 
in den Grenzen der Norm. Die Untersuchung der iibrigen Patienten in de: 
Vorperiode lieB ebenfalls, und zwar mit noch gréBerer RegelmaBigkei: 
als der erstgenannte Fall, eine zum Teil erhebliche Erhéhung des nich 
oxydierten Schwefelanteils erkennen. Wir kénnen also die Beobachtung von 
Weiss bestitigen. 

Aus den Krankengeschichten der vier mit Tuberkulin behandelten 
Falle ist kurz folgendes zu erwiahnen. 

Fall 1. 53 jahriger Landwirt, 1900 Pleuritis sicca rechts, spiter mehrfach 
, Bluthusten‘*. Seit kurzem Husten und Auswurf. Aufnahme 1. Januar 1922. 
Klinisch und réntgenologisch: Exsudativer ProzeB der ganzen rechten 
Seite mit groBer Caverne im Oberlappen; ausgedehnter ProzeB im linken 
Mittelfeld. Sputum: Tbebaz. +; kein Fieber. 

Fall 2. St. hatte als Kind ,,Driisenschwellungen“*. 1916 im Felde Lungen 
entziindung, jetzt krank seit Herbst 1921. Reduzierter Allgemeinzustand. 
Klinisch und réntgenologisch: doppelseitige Tuberkulose, links zahlreiche 
Cavernen. Gewicht 52,9kg. Tuberkelbazillen im Auswurf sehr reichlich. 
Keine Temperatursteigerung. 

Fali3. Trp., 28jahrig; Mutter an Tuberkulose gestorben. 1918 lange 
wegen tuberkuléser Driisenschwellung am Hals behandelt. Im Anschlui 
an Grippe Januar 1922 Pleuritis exsudativa rechts. Bei der Aufnahme im 
April 1922 Schwarte rechts; am linken Hilus klingende Rasselgeriausche. 
Nach Hiamoptyse im Juli 1922 voriibergehend Tuberkelbazillen; weit- 
gehende Besserung; konnte spiter Heilstitte iiberwiesen werden. 

Fall 4. Frau G., seit September 1921 Husten und Auswurf. Marz und 
Juni 1922 ,,Bluthusten “*; deshalb in die Klinik aufgenommen. Réntgenplatte: 
frische Oberfeldtuberkulose links und beginnende Tuberkulose rechts oben, 
ein Befund, dem die klinischen Erscheinungen entsprachen. Temperaturen 
zwischen 37 und 37,8° rektal. 























Tabelle I. 
= ~ Gesamte = er We Proz. Neutr 
| Diurese NaCl | Gesamt- Sulfat Ather- Neutral. 

Datum N j Gesamt: 
b {| vale . | “a SO, | $0, $0, SO; zu oO 
Fall 1 
23. I | 620 5,88 8,56 1,675 1,203 0,129 0,343 20.5 
24.1 I 640 6,80 9,09 1,550 1,044 0,145 0361 23,2 
26.1. | 710 5,9 9,09 1614 1,108 0,186 0,320 19.8 
1. Injektionstag '!, mg Tuberkulin 
26.1. || 850 6,94 10,2 | 2,063 | 1,337 | 0,131 | 0,595 28.8 
27.1. 600 6,72 7,8 | 2,068 1,354 0,128 | 0,586 28,3 
28.1. | 690 6,35 10,35) 1,861 | 1,183 0,178' 0500 269 
29. I. 680 | 626 11,82 | 2,045 1,055 0,163 0827 404 
30. I. | 920 6,84 9,2 2,325 1,260 0,113 0,952 40,9 
31.1. | 650 | 631 6,17 | 1,950 1,391 0,139 0,420 21,5 
2.11. || 680 | 6,45 6,5 1,806 1,201 | 0,175 0,430 23,8 
2. Injektionstag 1 mg Tuberkulin 
3. II. | 620 | 6,46 7,32 | 1,814 | 1,144 0,149} 0,521 28,7 
4. II. 750 | 8,81 9,75 | 2,420 | 1,414 0200/ 0806 333 
6. IL 380 3,64 4,94 1,029 0,718 0,040/ 0271 | 263 
6. IT. 1130 7,01 14,12} 2,403 1,360 0,128) 0915 38,1 
7.1L. 1010 5,54 | 106 1947 1,337) 0,114) 0496 | 25,5 
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Tabelle I. (Fortsetzung). 





Gap NaCl Proz. Neutr. 
. zu Gesamt- 


SO, 


Gesamt- Sulfat Ather- 
SOs SO; SO, 


Datum Dinseee 
com ry 8 


Fall 2 
10. III. 1650 10,193 10,56 1,825 | 1,224 0,149) 0.452 24.8 
. IT, , 6,287 10,35 2,87 1,269 0.174 0,644 30,85 
3. ITT. 2280 |, 9603 155 3416 2,134 0,145 1,137 33,3 
meee 2500 | 7,72 | 145 3,097 1592 0294 0O2)11 39.1 


Injektion 1/,mg Tuberkulin 
5. ITT. 1860 5,74 8.37 1,753 | 1,010 | 0,162 | 0,621 35.4 
}. LIL. 1600 5,84 5,44 1,919 | 1,018 | 0,120 | 0,781 40.7 
7. IIL. 2000 7,3 8,2 2,179 1,352 0,176 0,651 29,8 
9. TIT. 7.413 102 2647 1,509 0,145 0,983 37,2 


Injektion 1 mg Tuberkulin 


20. ITT. 4,408 | 4,396 1,709 | 0,577 0,064 | 1,068 62,5 
21. ITT. 6,27 | 10,15 1,977 1,228 0,156 | 0,593 30 
2. III. 7,55 11,7 3,030 | 2,105 0,227 | 0,698 23,04 
23. IIT. 5,75 8,6 2,517 | 1,292 0,137 | 1,088 43,2 
. It, 7,62 13,65 | 2,295 | 1,719 0,211 | 0,365 15,9 


Fall 3 
. VIL. 6,53 | 11,97 | 1,712 | 1,255 | 01250) 0,332 19,4 


Injektion '/,mg Tuberkulin 
28. VII. 4,71 8.8 1,570 | 1,143 | 0,087 0,340 21,6 
29. VII. 6,54 5,6 1,468 | 1,110 0,100 0,258 17,6 
30. VII. 7,9 3,6 1,697 | 1,496 0,013 0,188 11,1 
31. VIL. 5,31 5,1 1,227 | 0,920 0,110 0,197 16 
1. VIII. 7,39 7,84 1,563 | 1,324 0,192 0,047 
3. VIII. 6,12 7,02 1,382 | 1,101 0,096 0,185 


Injektion 1,0mg Tuberkulin 
_VIIL 687 | 14,08| 1,514 | 1,267 | 0,120 | 0,127 
VIL. 6.25 5,6 | 1,274 | 1,145 | 0,108 0,021 
_VIIl. 5.18 48 | 1221 0,995 0,083 | 0,143 
VIL. 5,34 7,26) 1,037 0,858 0,097 | 0,082 


Fall 4 


. VIL. 5,7 | 8,91 | 1,350 | 0,388 | 0,064 | 0,298 | 
. VITT. 3,65 | 12,3 | 2,346 | 1,438 0,382 0,526 | 


Injektion '/,mg Tuberkulin 
. VITT. 7,7 10,0 1,730 | 1,386 | 0,107 | 0,237 
. VIII. | 5,91 9,75 1,360 1,022 0,103 0,235 
. VIII. 5,26 7,6 1,191 0,345 0,075 0,171 
. VITT. 6,3 11,5 1,449 1,023 0,094 | 0,332 
. VII. 7,2 10,6 1,670 1,333 0,086 0,251 
24. VITT. | 6,7 8,25 1,707 1,170 | 0,124 0,413 


Injektion Img Tuberkulin 


25. VIII. 6,3 7,5 | 1,558 | 1,191 | 0,103 | 0,264 
26. VIII. 7,2 8,61 1,514 1,112 0,114 | 0,288 
27. VIII. 7,2 98 1917 1,304 0,120 | 0,493 
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Aus den Tabellen geht hervor, daB nach der Tuberkulininjekticy 
in jedem Falle ohne wesentliche Zunahme der Stickstoffausscheiduny 
im Harn eine charakteristische Verschiebung der Neutralschwefc!- 
ausscheidung eintritt. Trotzdem alle Fille mit der gleichen Tuberkulin- 
menge behandelt wurden, ist jedoch die Art dieser Veriinderung nicht 
gleichartig. Es lassen sich vielmehr deutlich zwei Typen erkennen. 
In den beiden ersten Fallen zeigt sich bei je zwei Injektionen eine 
deutliche, zum Teil anhaltende Zunahme des Neutralschwefelwertcs. 
St. (Fall 2) erreicht an einem Tage (20. Miirz 1922) den ungewohnlich 
hohen Wert von 62,5 Proz. Bei den beiden anderen Fallen (3 und 4) 
kommt es bei wieder zwei Injektionen zu einer Abnahme des Neutral- 
schwefels ; diese ist zum Teil sehr betrachtlich; der niedrigste gefundene 
Wert ist 1,6 Proz. 

Die beobachteten Verinderungen legen einen Vergleich mit der 
Injektionswirkung verschieden groBer Schwefeldosen nahe. Bekanntlich 
bewirken groBe Schwefelmengen eine Abnahme, kleine eine Zunahmv 
des Neutralschwefels. Die auf Tuberkulin mit einer Verminderung de: 
Neutralschwefelausscheidung reagierenden Tuberkulésen — Fille 3 
und 4 — zeigen also auf dieselbe Tuberkulindosis eine qualitativ starkere 
Reaktion als die beiden ersten Fille; diese aber haben in dhnlicher 
Weise reagiert, wie es bei mit kleinen Schwefeldosen Behandelten der 
Fall zu sein pflegt. Diese verschiedene Beeinflussung durch quantitatir 
gleiche Tuberkulinmengen bei verschiedenen Individuen bietet uns in 
Ubereinstimmung mit klinischen Beobachtungen ein objektiv fapbares 
Beispiel fiir die wechselnde Empfindlichkeit gegeniiber dem Tuberkulin 

Die gleichzeitig vorgenommene Priifung von Kochsalz- und Wasscr- 
haushalt ergab mit groBer RegelmaBigkeit eine Abnahme von Diurcse 
und NaCl-Ausscheidung. In den Fallen 3 und 4, die daraufhin beob- 
achtet wurden, war dieser Vorgang von Blutverdiinnung und Gewichts- 
abnahme begleitet; dies entspricht der von Meyer-Bisch') als ,,positive 
Wasserreaktion“ bezeichneten Reaktionsweise. 

Bisher sind in der Literatur nur Diuresesteigerungen nach Tuber- 
kulin beschrieben worden (May, Reichmann, Stuhl, Meyer-Bisch); in 
Anbetracht dessen, daB der Wasserhaushalt auch in durchaus ent- 
gegengesetzter Weise beeinfluBt werden kann, erscheint die hier ge- 
machte Feststellung von besonderem Wert ?). 


B. Normalfalle. 
Nachdem in dieser Weise festgestellt war, da8 Tuberkulin beim 
Tuberkulésen a&hnliche Stoffwechselveriinderungen verursacht, wie un- 





1) Robert Meyer-Bisch, Klin. Wochenschr. 1922, 8. 1871. — *) Die bisher 
angefiihrten Untersuchungsergebnisse sind in der Inaug.-Diss. von F. Giinther. 
Gottingen 1922, niedergelegt. 


= © bo 


@-1 80 01 





tion 
lung 
efe|- 
ulin- 
Licht 
nen, 
eine 
rtes, 
lich 
d 4) 
tral- 
dene 


der 
tlich 
hn 
der 
le 3 
kere 
cher 
der 
tativ 
S in 
MLTES 
ulin 
sser- 
irese 
eob- 
+hts- 
itive 


ber- 
: in 
ent- 


ge- 


spezifische Substanzen, 


Einflu8 des Tuberkulins auf den Schwefelstoffwechsel. 


untersucht. 


wurden in derselben 


229 


Weise Nichttuberkulése 


Bei allen drei Patienten, deren Untersuchungsergebnisse in den folgenden 
Tabellen zusammengestellt sind, ergab weder die klinische, noch die rént- 
genologische Untersuchung einen Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein 
einer aktiven oder inaktiven Tuberkulose. Fall | litt an einer kompensierten 
Mitralinsuffizienz, Fall 2 an Asthenie mit Neigungen zu Durchfillen ohne 
nachweisbac organische Grundlage; bei Fall 3 bestanden Beschwerden 
nach einem klinisch ausgeheilten Uleus duodeni. 


Tabelle II. 





Datum 


1922 


2. XII. 
3. XIL. 
_ XI. 


_XIL 
). XII. 
_ XII. 


. VIL. 
. VIL. 
. VIL. 
. VI. 


. VIL. 
. VIO. 
19. VIL. 
20. VII. 


Diurese 
spez. Gew. 


cm 


1100—1032 
1300—1032 


| 1600—1031 | 


880— 1036 
1350— 1028 
1200—1030 
1000—1029 


1460—1018 
1200—1020 
1600—1017 


1400—1018 
900—1023 
1500—1017 


880—1023 | 
1280—1022 | 


760—1021 
520 
360—1018 


1020—1017 | 


1260—1012 
1260—1020 
| 1020—1016 
| 1200—1015 


Cae NaCl | Gesamt- 


Sulfat 
oe ae SOs SO, 


Fall 1 
63 | 12 | 1901 
13.0 | 113 
13,6 | 25,7 


1,534 | 0,07 
0,07 


0,10 


3,015 2409 


2,227 


2,832 


Injektion 1mg Tuberkulin 


10,1 13,4 | 1,956 | 1,501 | 0,07 
10,2 | 108 2,556 | 1,825 0,09 
7,0 13,6 | 1976 | 1,876 | 0,01 
6,2 10,0 | 2,332 | 1,749 | 0,036 


Fall 2 


112 | 11,9 | 2.284 
11,0 | 145 | 2,257 
129 | 125 | 2,766 


0,179 
0,169 
0,203 


1,864 
1,764 
2.256 


Injektion 1 mg Tuberkulin 


10,7 | 11,5 | 2,742 | 1,690 
96 148 | 1951 1,531 
13.1 120 | 2778 2.423 
10.7 138 | 2.234 1,850 
12.7 | 135 | 2432 1,844 


0,144 
0,093 
0,170 


Fall 3 


3 | 114 1,960 
7 | 83 | 1,353 
8 | 135 1.791 
8 88 2.225 


1,801 

1,137 | 

1,525 | 
1,942 | 0,143 


0,039 
0,086 


11, 
8, 
9, 
7, 


Injektion 1 mg Tuberkulin 


10.8 | 9,7 | 1,443 | 1,095 
13,8 | 125 2870 | 1,924 
10,5 | 8,1 | 2,130 | 1,723 | 0,103 
112 = 66 | 3,168 1,691 | 0,111 


0,069 


Neutral. 


SO, 


0,294 
0,535 


0,515 | 


| 0,360 


0,120 | 
0,146 | 


0,135, 


0,149 | 


0,639 
0,090 


0.487 | 


0,241 
0,324 
0,307 


0,908 | 
0,327 | 


0,185 
0,264 
0,342 


0,120 
0,130 
0,131 
0,140 


0,279 
0,797 
0,304 
1,366 


Proz. Neutr 
zu Gesamt- 
SO, 


Aus den Tabellen geht hervor, daB in ganz aihnlicher Weise auch 
bei Normalfillen wie bei den 'Tuberkulésen eine Tuberkulininjektion 
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eine Veranderung der prozentualen Neutralschwefelausscheidung } 
wirkt. Die Ahnlichkeit geht so weit, daB auch hier zwei Typen unter. 
schieden werden kénnen, da bei zwei Patienten eine sehr starke Ve: 
minderung bis zum voélligen Verschwinden des nicht oxydierten Schwefe!- 
anteils in Fall 1, in Fall 3 nur eine deutliche Steigerung eintrat. Insofern 
besteht ein gewisser Unterschied, als der Abnahme bei den Fiillen | und 2 
eine deutliche, kurzdauernde Steigerung des Neutralschwefels voran- 
geht. Auf Grund dieser Beobachtung erscheint es erlaubt, anzunehmen 
daB auch bei den iibrigen beobachteten Fillen ein vorhergehendcs 
Stadium der Zunahme bestand, allerdings von so kurzer Dauer, dai 
es bei der angewandten Methodik, die 24stiindige Harnmenge zu unter- 
suchen, nicht deutlich wurde. Eine Stiitze fiir diese Auffassung gibt 
auch einer der von Meyer-Bisch und Basch") veréffentlichten Fille, 
bei dem nach der Injektion einer groBen Schwefeldosis einem zwei- 
tiigigen vollkommenen Verschwinden des Neutralschwefels eine Zunahme 
auf 59 Proz. voranging. 


Beobachtung des NaCl- und Wasserstoffwechsels ergab in allen 
drei vorstehenden Fallen keine eindeutige Beeinflussung. 


Tuberkulin bewirkt also, wie die letztbeschriebenen Fiille klar 
ergeben, nicht nur an Tuberkulésen, sondern auch bei Nichttuberkulisen 
eine deutliche Verainderung des EiweiSstoffwechsels, die mit der iiber- 
einstimmt, die nach der Injektion von Proteinkérpern und Adhnlich 
wirkenden Substanzen beschrieben worden ist. 


Wir haben es demnach mit einer unspezifischen Komponente der 
Tuberkulinwirkungen zu tun. Gegeniiber den unspezifischen Mitteln 
besteht nur insofern ein betrichtlicher Unterschied, als mit einer 
relativ geringen Menge von \, bis 1 mg schon Stoffwechselwirkungen 
erreicht werden, wie wir sie sonst nur nach groBen Schwefeldosen 
und nach keiner der tibrigen Protoplasma aktivierenden Substanzen. 
wenigstens bei der klinisch tiblichen Dosierung, erreichen kénnen. 
Ob man diesen Unterschied als rein quantitativ auffassen darf, is 
schwer zu sagen. Auffallend ist immerhin, daB Tuberkulin zwar ebenfalls 
wie gréBte Schwefeldosen ein Verschwinden des Neutralschwefe!s 
bedingen kann, daB es aber diese tiefgreifende intermediaire Verschie bung 
bewerkstelligt, ohne gleichzeitig einen derartig schweren Untergang an 
K6rpersubstanz herbeizufiihren, wie es nach groBen Sulfurinjektionen 
die Regel war. 

Diese letztere Begleiterscheinung der Schwefelwirkung war es 
gerade, die die hohe Dosierung mit ihren Nebenwirkungen auf den 
Allgemeinzustand fiir die Klinik unbrauchbar machte und dazu fiihrte, 
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nach einer grundlegenden Abinderung der Dosierungsvorschrift zu 


suchen. 

DaB die fiir den Schwefel in Betracht kommende Heilwirkung bei 
Gelenkerkrankungen durch diese Verminderung der Dosis nicht beein- 
trichtigt wurde, spielt natiirlich bei diesen Erwigungen keine Rolle. 

Die Untersuchungen geben einen neuen Hinweis darauf, daB es 
notwendig und auch méglich ist, fir die sogenannte Proteinkérper- 
wirkung — in erweitertem Sinne — méglichst exakte physiologisch- 
chemische Unterlagen zu finden. In neuester Zeit hat Maliva'), der die 
von Meyer-Bisch beschriebenen Stoffwechselwirkungen nach Sulfur- 
injektionen in wichtigen Punkten bestiétigt und erweitert hat, mit 
besonderem Nachdruck auf diese Notwendigkeit hingewiesen. Es ist 
Maliva durchaus beizustimmen, wenn er die Ansicht ausspricht, daB 
es nicht statthaft ist, die Proteinkérperwirkung rein kolloidchemisch 
zu erklaren. So wenig die Bedeutung dieser letzteren Vorgiinge ge- 
leugnet werden kann, so wenig erscheint es angebracht, die Klirungen 
der exakten chemischen Unterlagen zu vernachilissigen. 


C. Neutralschwefel bei Amyloidosis. 

Im Hinblick auf Untersuchungen der jiingsten Zeit*), die gezeigt 
haben, da8 durch parenterale Eiwei8zufuhr unter bestimmten Versuchs 
bedingungen beim Tier Amyloidosis experimentell erzeugt werden kann, 
erschien es von Interesse, am amyloiderkrankten Menschen die Neutral 
schwefelausscheidung zu untersuchen. 

Gleich der erste Patient zeigte wihrend der Becbachtungszeit konstant 
eine so auBerordentlich starke Vermehrung nicht nur der prozentualen, 
sondern auch absoluten Neutralschwefelausscheidung, daB auBerdem noch 
drei weitere Falle von Amyloid in gleicher Weise daraufhin nachgepriift 
wurden. 

Die Methodik war die gleiche wie oben angegeben. Nur wurde der Urin 
entweder durch Kochen oder mit Uranylacetat zu gleichen Teilen enteiweiBt 
und die Bestimmungen dann in klarem Filtrat aufgefiihrt. Gesamtstickstoff 
und Kochsalz wurden nicht in allen Fallen ermittelt. 


Die nachstehenden Tabellen ergeben vor allen Dingen eine ganz 
auBerordentliche Steigerung der absoluten Werte des Neutralschwefels ; 
bei zwei Fallen sind 1 und 2g die Regel; auch bei den anderen sind 
sie betrachtlich erhéht. 

Wir sehen also, daB beim Amyloid im Prinzip dieselbe Veriinderung 
des Neutralschwefels spontan vorkommt, die wir durch Tuberkulin 
und unspezifische Substanzen experimentell erzeugen kénnen. Eine 
gewisse praktische Bedeutung kann vielleicht darin erblickt werden, 
daB in zweifelhaften Fallen eine einwandfreie Erhéhung des Neutral- 
schwefels zugunsten der Diagnose ,,Amyloid“ verwertet werden kann. 


1) Maliva, Wien. Arch. f. inn. Med. 7, 311. 
2) Cuzynski, Klin. Wochenschr. 1923, S. 2193. 
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Tabelle 111. 
on ain | Coe NaCl | Gesamt- | Sulfat 
pan g e SO, | SOx, 
Fall 1 
14. IL. 1290—1021; — — | 3,504 | 1,138 | 
15. I. 330—1030| — — | 1,466 | 0,548 
16.11. || 430—1031; — | — | 1352 | 927 | 
18.11. || 530-1027) — — | 2,568 | 1,150 
19.11. || 770—1020; — — 3,588 | 1,366 
Fall 2 
21,.X1. | 2120-1015) — | 23,32 | 3,652 | 1,948 
26.XI.  1640—1020, — | 14,7 | 2,032 0,748 
27.XI. | 2200—1020; — | 180 | 3,236 | 1,316 
Fall 3 
7.XI. | 1000—102€; 81 | 89 | 1,537 | 1,174 
8.XI. | 1000—1024| 7,2 | 6.5 | 1,416 rd 
9.XI. | 1100—1026; 82 | 825! 1,976 saat 
10.XI. | 960—1026| 72 835 1.765 aes 
11. XL | 1000—1029/ 89 | 7.9 2,360 | 1,681 
Fall 4 
10. 1. | 1100—1017| 11,2 | 7,7 | 1,675 | 1,137 
11.1. || 920—1018 7,1 | 10,7 | 1'717 1,131 
12. I. | 1100—1017, 9,7 | 124 | 2,264 | 1,058 
13. I. 840—1017, 6,5 | 62 | 1,451 | 0,932 
14. I. | 800—1020; 62 | 7,2 | 1,427 | 0,836 | 


Fall 1 Amyloid bei Wirbelséulentuberkulose. 
Fall 2 Amyloid bei Empyenfistel. 





Ather- | Neutral. 
SO, SO; 


0,151 | 2,215 
0,079 | 0,859 
0,007 | 1,018 
0,111 | 1,307 
0,032 | 2,130 





| 0,114 | 1,590 
0,116 | 1,228 
0,156 | 1,764 


0,120 | 0,303 


0,106 | 0,285 | 


0,018 0611 


0,131 | 0,630 | 
0,139 | 0,480 | 


0,457 
0,526 
0; 08 1,126 


0,07 | 0,449 | 


0,08 0,511 | 


Fall 3 Amyloid bei alter Hiiftgelenkstuberkulose. 
Fall 4 Amyloid bei multipler Knochentuberkulose. 


Bei keinem der Untersuchten bestand Fieber. 


Proz. Neu 
zu Gesamt 


So 


7,4 





Die Verbrennungswirme des Glykogens '). 
Von 
Rolf Meier und Otto Meyerhof?). 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kiel.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


Fir die Energetik der Muskelkontraktion spielt, wie am anderen 
Ort ausfihrlich dargelegt wurde), die Wiarmebildung der Spaltung 
des Glykogens in Milchsiure eine hervorragende Rolle: CgH,)0,; + H,O 
= 2C,H,O,. Um sie genau berechnen zu kénnen, miissen die Ver- 
brennungswairmen des Glykogens und der Milchsiure, sowie die Lésungs- 
und Verdiinnungswarmen bekannt sein. Denn es handelt sich im Muskel 
um den Ubergang gelésten oder mit Wasser gequollenen Glykogens in 


verdiinnte Milchsiure. Die Verbrennungswarme der Milchsiure wurde 
zu diesem Zweck von dem einen von uns neu bestimmt*). Es ergab 
sich auf dem Wege tiber Zinksalz 3601 cal fiir verdiinnte Siure, wihrend 
die bis dahin angenommene Zahl von Luginin, die aber nur auf Berechnung 
beruhte, 3661 cal betrug. Der Wert fiir konzentrierte Siure (Kahlbaum 
1,21; etwa 74 Vol.-Proz.) ergab sich daraus zu 3615 cal. Eine Bestimmung 
von Emery und Benedict®) aus dem Jahre 1911, die bei der Veréffent- 
lichung von O. Meyerhof — infolge Unkenntnis derselben — nicht 
beriicksichtigt war, hatte bei direkter Verbrennung der Kahlbaumschen 
Siure ebenfalls genau 3615 cal ergeben. Die auf Veranlassung von Prof. 
Roth von Dr. Ginsberg vorgenommene Wiederholung der Messungen 
von O. Meyerhof auf dem Wege itiber Zinksalz ergab 3603 cal fiir ver- 
diinnte Séure*), und nit Beriicksichtigung der Bestimmungen aus dem 
Athyl- und Methylester fir konzentrierte Siure (90 Proz.) 3619 cal. 

1) Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller-Stiftung aus 
gefiihrt, der wir auch hier unseren besten Dank sagen. 

®) Mitglied des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir Biologie. 

3) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924. 

*) Derselbe, diese Zeitschr. 129, 594, 1923. 

5) Amer. Journ. of Physiol. 28, 301, 1911. 

*) Ginsberg, Dissertation Braunschweig 1923. 
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Man kann daher die Verbrennungswarme der Milchsiéure als auber- 
gewohnlich genau bestimmt ansehen, und zwar fiir verdiinnte Siure 7 
3602 cal. 

Die Verbrennungswirme des Glykogens ist von Stohmann wn 
Schmidt) bestimmt worden an einem Priaparat von Kaninchenleb«r 
und ergab sich zu 4191 cal fiir das Anhydrid, also fir 0,9 g, obiger 
Reaktion entsprechend, 3771 cal. Das Praparat war entfettet, bei 12v° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, jedoch eine Elementaranaly~ 
nicht ausgefiihrt. Es enthielt nur 0,045 Proz. Asche. Weiterhin be- 
stimmten Emery und Benedict (a. a. O.) die Verbrennungswiirme 
an zwei nicht speziell gereinigten aschehaltigen Praparaten und bezogen 
die Verbrennungswirme auf den gleichzeitig gemessenen Kohlenstoff. 
gehalt, der theoretisch 44,42 zu betragen hat. Priaparat 1 (C 43,34 Proz.). 
Glykogen von Ascaris, gab 4212cal pro Gramm; Praparat B mit 
42,39 Proz. C und gréBerem Aschegehalt gab 4241 cal, im Durchschnitt 
also pro 0,9 g 3805 cal. SchlieBlich bestimmte zur Kontrolle des Stoh- 
mannschen Wertes Ginsberg die Verbrennungswarme an einem Praparat 
von Kaninchenleber und fand in Ubereinstimmung mit Stohmann 
4188 cal, d. h. fiir 0,9 g 3769. Einen ganz abweichenden Wert dagegen 
erhielt Slater®), nimlich 3883 cal fir Glykogenhydrat C,H,)0;.H,0, 
eine Bestimmung, die allerdings auf Grund einer privaten Mitteilung 
wegen Anderung des Eichwertes auf 3843 cal reduziert werden mu’). 
Slater benutzte Mytilusglykogen, das er nach der Methode von Atkins*) 
durch Abdestillieren eines Siedegemisches von Wasser — Benzol— Alkoho! 
reinigte und das auf diese Weise, wie die Elementaranalyse ergab. 
genau als Hydrat erhalten wurde. Slater erklirt die abweichenden 
Resultate der tibrigen Autoren dadurch, daB sie mangels einer Elementar- 
analyse den Wassergehalt ihrer Priparate tibersehen hiatten. 

Um die hierdurch hervorgerufene Unsicherheit zu_ beseitigen. 
haben wir eine Reihe von Bestimmungen der Verbrennungswarme 
mehrerer Glykogenpraparate vorgenommen und gleichzeitig die Lésungs- 
und Hydratationswirme gemessen. AuBer dem von Slater benutzten 
Mytilusglykogen interessierte uns besonders das Glykogen aus Frosch- 
muskeln. Mit diesen hat der eine von uns (O. Meyerhof) die Warme- 
messungen ausgefiihrt, und daher ist die Verbrennungswirme desselben. 
besonders wenn Abweichungen zwischen den verschiedenen Glykogen- 
arten vorkommen sollten, von besonderer Wichtigkeit. 


1) Journ. f. prakt. Chem. 50, 385, 1894. 

*) Journ. of physiol. 58, 153, 1923. 

8) In der nach Druck unserer Arbeit erschienenen ausfiihrlichen 
Publikationen von Slater (Biochem. Journ. 18, 629, 1924) ist als Mitte! 
aus sechs Verbrennungen 3844,8 cal angenommen. 

*) Journ. of Chem. Soc. 107, 916, 1915. 
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Wir teilen unsere Ergebnisse in der folgenden Reihenfolge mit: 
Herstellung der Priparate. 
Eichung der Bombe und Ermittlung der Korrekturen. 
Erhaltene Verbrennungswirmen. 
Lésungs- und Hydratationswirmen. 
Diskussion der Resultate. 


1. Herstellung der Priiparate. 

Als Ausgangsmaterial der ersten beiden Priparate diente Merck- 
sches Glykogen von Mytilus, welches etwa 4 Proz. Verunreinigungen 
enthalt. Wir reinigten es im wesentlichen nach der Methode von Gatin 
Gruczewska'). Es wurde zu diesem Zweck mit 30proz. Kalilauge gekocht 
und zweimal mit Jodkali und Alkohol, dreimal mit Alkohol und Essig- 
siure und noch 13mal mit Alkohol gefallt, schlieBlich mehrere Tage 
in absolutem Alkohol stehengelassen, in Soxhlethiilsen mit Ather 
extrahiert und dann noch in Ather stehengelassen. Priiparat 1 gab nach 
dieser Behandlung bei der Analyse 1,4 Proz. Asche und nach Abrechnung 
des Aschegehalts 44,21 Proz. C, 6,13 Proz. H, gegen theoretisch 
44,42 Proz. C und 6,17 Proz. H. Innerhalb der Fehlergenauigkeit 
stimmten Zuckerausbeute und Drehung mit der theoretisch erwarteten 
iiberein. N,-Probe war negativ. Priparat 2 war in fast allen Punkten 
ebenso behandelt, jedoch nicht mit KOH gekocht, andererseits wurde 
es noch zweimal 48 Stunden lang in Kollodiumhiilsen dialysiert (auf 
Rat von Dr. J. £. Lesser, Mannheim); doch war der Aschegehalt auch 
dann noch 1,2 Proz. 

Das dritte Priparat wurde von uns nach der Vorschrift von P/fliiger 
aus Froschmuskeln dargestellt und ungefihr ebenso behandelt wie das 
Mytilusglykogen. Es wurde zweimal mit Jodkali und Alkohol, dreimal 
mit essigsaurem Alkohol und 19mal mit Alkohol gefaHt, zum SchluB 
mehrere Male mit absolutem Alkohol, viermal 48 Stunden dialysiert 
und schlieBlich mit Ather behandelt. Die Priaparate wurden dann bei 
110° und anschlieBend im Hochvakuum getrocknet. Die Elementar- 
analyse des Froschmuskelglykogens, ausgefiihrt von Dr. Weil, Miinchen, 
ergab 1,47 Proz. Asche und unter Abzug derselben 44,18 Proz. C und 
6,47 Proz. H, also 0,25 Proz. C zu wenig und 0,3 Proz. H zu viel, 
wie es indessen durch die Hygroskopizitét bedingt sein kann. 

Da wir in der Regel wie Slater das Hydrat verbrannten, so wurden 
die Praparate an der Luft im Wagezimmer aufgestellt und in dieser 
Form gewogen und verbrannt. Der Wassergehalt ist indes unter diesen 
Umstiinden nicht genau stéchiometrisch (10 Proz.), sondern schwankt 
von 10 bis 12 Proz. (gelegentlich 13 Proz.). Die einzelnen Werte sind 
aus der Tabelle III ersichtlich. 


1) Pfliigers Arch. 102, 569ff., 1904. 
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Gleichzeitig mit der zur Verbrennung dienenden Substanzmeng 
entnahmen wir dem Vorrat eine Probe, die zunachst bei 110° und dann 
zwei- bis dreimal je zwei Stunden iiber P,O, bei 0,06 mm Hg und 1(\/° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. Hieraus berechneten 
wir den Wassergehalt fiir die Bombenverbrennung. Um indes von 
allen Fehlern, die durch die Schwankungen des Wassergehalts entstehen 
kénnen, unabhangig zu sein, bestimmten wir auBerdem die bei der 
Verbrennung gebildete Kohlensiure, die in Natronkalkréhrchen aut- 
gefangen und gewogen wurde. 

Die Asche des Prijparats wurde durch Abrauchen mit Schwefelsiure 
sowie durch Glithen bestimmt. Durch die Bestimmung des Gewichts, 
des Wassergehalts, der Asche einerseits und durch Auffangen der 
Kohlenséure andererseits ergeben sich zwei voneinander unabhingige 
Werte fiir die Verbrennungswirme, die in den Tabellen III und IV 
angegeben sind. Als Beweis der Genauigkeit der Methoden kann gelten, 
daB fir die gleichen Priparate die auf diese Weise berechneten Mitte!- 
werte fast genau iibereinstimmen. 


2. Eichung der Bombe und Ermittlung der Korrekturen. 


Als Bombe benutzten wir die Berthelotsche Bombe des chemischen 
Instituts, mit der die Bestimmung der Verbrennungswirme der Milch- 
siure von dem einen von uns ausgefiihrt war und die uns wiederum 
freundlichst von Herrn Prof. Diels und dem Abteilungsversteher Prof. 
Preuner iiberlassen war. Auch das Thermometer war das gleiche ge- 
priifte Beckmannthermometer, sowie das ganze Verfahren (Ziindung 
mit Pt-Draht, Initialziindung durch Kollodium usw.) das gleiche wie 
friher. Jedoch war die mittlere Temperatur bei den Verbrennungen 
nicht 13, sondern etwa 19°. Wir wiederholten die Eichung mit Saccharose. 
Wiahrend die Bombe das vorige Mal bei der Eichung mit Benzoesiiure 
und Saccharose einen Wasserwert von 345 ergab, erhielten wir jetzt 
in neun Bestimmungen einen Wasserwert von 349,5. Der Unterschied 
liegt méglicherweise an der héheren Temperatur und der dadurch 
bedingten Anderung der spezifischen Wirme des Systems. Aus diesem 
Grunde haben wir fiir die Berechnung dieses Mal nur den neu bestimmten 
Wert beriicksichtigt. 

In mehreren Versuchen wurde gleichzeitig mit der Kohlensiure 
das gebildete Wasser bestimmt. Dann wurde die Bombe in einem 
Olbade von 110° erhitzt und noch zwei gewogene CaCl,-Réhrehen 
eingeschaltet. Die Kontrollmessungen fiir die Kohlensiure wurden 
gleichzeitig mit den Verbrennungen der Saccharose ausgefiihrt. Aus 
der Tabelle II ergibt sich, daB unter Beriicksichtigung des Kohlensiure- 
gehalts der Bombenfiillung, der jedesmal gesondert bestimmt wurde. 
ein durchschnittlicher Verlust von 0,0024g CO, = 0,21 Proz. der 
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Tabelle J. 


Eichung des Kalorimeters (Eichsubstanz Saccharose). 





Saccharose+ Benutzte Temperatur- 
menge Wassers ansticg 
g menge °C 


Kalorien 
gebildet 
korrigiert 


Kalorien 


Kalorien 
gebildet : 


pro °C Wasserwert 


0,6835 2297 1,0241 2701 2711 2647 350 
0,7553 2300 1,130 2985 2992 2647 347 
0,7629 2296 1,145 3015 3021 2638 342 
0,7765 2301 1,155 3068 3071 2659 358 
0,6937 2297 1,036 2741 2746 2650 353 
0,6987 2298 1,046 2761 2767 2645 347 
0,7544 2300 1,128 2981 2988 2648 349 
0,6869 2300 1,027 2715 2721 2650 350 
0,7435 2300 1,112 2938 2945 2649 349 
Durchschnitt: 349,5 + 1.5 


gebildeten Menge vorkam. Dieser Verlust wurde bei der Verbrennung 
des Glykogens als Korrektur hinzugefiigt. Abgesehen davon mubte 
noch die Kohlensiure aus dem Kollodium  beriicksichtigt werden. 
Tabelle II. 
Kontrollmessungen fiir die CO,-Bestimmungen mit Saccharose. 





Saccharoses Berechnete Gewogene Korrektur tir Korrekturf. Korrigierte Fehl 
Nr. menge Menge CO, Menge CO, Bombenfiillung Kollodium Menge CO, ad 


7 ~ ~ & & 8 


0,6835 1,055 1,0549 0 — 0.0029 : — 0,003 
0,7629 1,177 1,1756 0 — 0,0016 1 — 0,003 
0.7765 1,1985 —0002 —0001 196 — 0.002 
0,6987 1,0784 , —0,002 —0,003 , — 0.0014 
0.7544 1,1646 ,166 — 0,002 —0,0028 é — 0.0036 
0,7435 1,148 mE — 0,004 —0,0028 147 — 0,0008 


Durchschnitt: — 0.0024 


8. Erhaltene Verbrennungswiirmen. 

In der Mehrzahl der Versuche wurde das Glykogenhydrat ver- 
brannt. In diesem Falle wurden in der Regel in die Bombe 4 ccm 
destillierten Wassers eingefiillt. In denjenigen Fillen, in denen wir 
das anhydrische Glykogen verbrannten, wurde das Wasser weggelassen 
und dafiir eine Korrektur von + 2,5 cal fiir Wasserdampfsiittigung 
angebracht. In diesen letzteren Fallen wurde die Substanzmenge, die 
zur Verbrennung diente, zuerst im Hochvakuum bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, dann die gepreBte Pastille noch einmal im Hoch- 
vakuum getrocknet und rasch in die mit CaCl, vorgetrocknete Bombe 
eingefillt. Um zu kontrollieren, wieviel Wasser von der Pastille in der 
Bombe aufgenommen wurde, befestigten wir probeweise eine fertig 
getrocknete Pastille in der Bombe und éffneten nach Ausfiihrung aller 
vorbereitenden Manipulationen und langerer Wartezeit die Bombe 
wieder und wogen die Pastille erneut. Die Gewichtszunahme entsprach 
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von 0,5 Proz. Wasser. 





Ferner wurde 


in dies 


Fillen auch das bei der Verbrennung gebildete Wasser bestimm 
doch sind die Resultate dafiir nur auf 1 Proz. genau. 
Tabelle III. 


Berechnung der Verbrennungswarme aus Gewicht, Wasser und Aschegeha!t. 














Glyko» Glyko- 3 2 Gly. Zee ot ns Gee Ges * o 

Nr. gens gens 3 2 kogen S Z = ne bildete blidete | ae es 
menge “| trocken, o> = | anstieg Kal Kal. | a" as 

sa 8 Proz.| Proz.| rein cS °C =. | koe. “a 3 “ 
1). ¢ 0,632 10,0 14 0,5600 2298 0,899 2380 | 2373 4237 3813 
2 |33]/ 0.6486 10,4 14 0.5721 2301 0,913 2420 2410 4213. 3792 
3 | zc | 0,6480 10.3 14 05722 2290 0916 2418 2412 4216 3795 

4 J*~\ osois, — | — | — | 2297; 0851 | 2252/2925) — - 

5 | a= | 0,6543 11,3 1,2 05725 2293 0,919 2428 2424 4234 3811 
6 |S) 06286 112 12 0,5507 2299 0,885 2344 2334 4238 3814 
7 |22 | 0.5662 116 112 0.4937 2296 0.787 2082 2073 4200 3780 
8 £ 0,5949 11,9 1,35 0,5161 2299 0,822 2177 2170 4204 3784 
- 2 0,6477 11,8 1,35 0,5626 2300 0,899 2381 2374 4219 3796 

|} €£ | 030298 — 1:35 — | 2300/| 0536 | 1421 1413 —  — 

1] Frosch 90,5292 O 1,47 05214) 2300 0,834 2209 2205 , 4229 380K 
12 Anbydr. 05411) 0 1,47 05332 2300 0,855 2265 2258 | 4235 3812 

Tabelle IV. 
Berechnung der Verbrennungswirme aus der gebildeten Kohlensiiure. 
— .. 4 4 . t st ‘ 
E28 gs g Korrektur g CO, fiir § £5 a5 £ss § wt § 3 
Ne BSe| Bos |, ____ 1 48| 8% (se |sex| s-s 
OVS Kollodium mben- Verlust weak Hh tad 232 § a | 2 EG 
‘ rm ‘anes 8 ‘ ~ 

2 00,6486 0,9304 — 0,003 0  +.0,003 0,9304,0,5711| 2410 4220 3798 
3 0,6480 00,9308 — 0,0018 0 + 0,003 0,932 (05721, 2412 4216 3795 
4 0591908624 —0,0012 0 + 0,003 0,8652'0,5310) 2245 4228 3805 
5 0,6543 0.9357 —0,0007 —0,002 +- 0,002 0,935 |0,5739 2424 4223 3:0! 
6  0,6286 0,9036 —0,0028 —0,002 + 0,002 0,901 |0,5531, 2334 4220 3798 
7 0,56620,8028 —0,0028 —0,002 + 0,002 0,800 |0,4911) 2073 4221 3799 
8 0,59490,8449 —0,003 —0,003 + 0,002 0,841 |0,5163 2170 4203 3783 
9 06477 0,9234 —0,0023 —0,003 + 0,002 0,9201'0,5646 2374 4205 3784 
10 | 0,3926 05514 —0,003 —0,003 + 0,002 0,5474.0,3361 1413 4204 3754 
11 | 0.5292 0.8554. —0,0029 —0,004 + 0,002 0,85050,5230, 2205 4116 3795 
12 0.5411 0,8725 —0,0028 —0,004 + 0,002 0,8677 0,5326 2258 4239 3815 
Die erhaltenen Werte sind in den Tabellen III, IV und V wieder- 
gegeben. In jeder derselben sind die Werte fiir die beiden Mytilus- 


priparate, das Froschglykogen als Hydrat und als wasserfreies Glykogen 


verzeichnet. 


Tabelle III enthalt die Berechnung aus dem Gewicht, 


Wasser- und Aschegehalt, die nur in Nr. 4 und 10 nicht durchgefihr' 
wurde, da der Wassergehalt hier nicht bestimmt worden ist. 
enthilt die Resultate aus der gebildeten Kohlensiure. Diese ist nur 
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Tabelle V. 


Ubersicht. Glykogenverbrennungswirmen. 
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in Nr. 1 nicht fiir sich bestimmt worden. In Tabelle V ist eine Ubersicht 
iiber die erhaltenen Resultate pro 1 g und 0,9 g wasserfreies Glykogen 
gegeben sowie die Durchschnittswerte nach beiden Berechnungen. Im 
allgemeinen stimmen die aus der Kohlensiure berechneten viel besser 
iiberein, und nur ein einziger Wert (Versuch 11, wasserfreies Glykogen) 
weicht, vielleicht durch einen Fehler der Kohlensiurebestimmung, 
stirker ab. Man sieht, daB im Durchschnitt das Glykogenhydrat aus 
Mytilus eine um 14 cal gréBere Verbrennungswiirme besitzt, wie das 
Glykogen aus Froschmuskeln. Die Verbrennungswiirme des wasser- 
freien Glykogens ist andererseits um 21 cal gréBer als die des Hydrats. 
Diese Differenz entspricht vollstandig der Hydratationswirme, wie im 
nichsten Abschnitt gezeigt wird, ein Beweis fiir die Genauigkeit der 
Messungen. In der Tat ist auch die Differenz zwischen dem Frosch- 
und Mytilusglykogen gréBer, als daB sie auf Fehler der Wirmemessungen 
zuriickgefiihrt werden kénnte. Eine andere Frage jedoch ist, ob sie auf 
einer tatsichlichen Verschiedenheit der beiden Glykogenarten beruht 
oder auf gewissen Beimengungen, zumal ja die Elementaranalysen 
zwar innerhalb der méglichen Fehler liegen, aber doch nicht ganz genau 
dem theoretischen Wert entsprechen. Eine weitere Méglichkeit ist, 
daB die Asche als Acetat vorliegen kénnte und dadurch ein Fehler 
des Resultats um mehrere Kalorien herbeigefiihrt wird. Diese Frage 
ist demnach nicht zu entscheiden. 


4. Lésungs- und Hydratationswirmen. 
Die Hydratationswirme des Glykogens wurde wie die entsprechenden 
WarmegréBen der Milchsiure in vierwandigen Dewarzylindern bestimmt. 
16* 
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Das Glykogenhydrat wurde in ein diinnwandiges Reagenzglas gefiil|: 
das sich im Kalorimeter befand und dessen Boden nach Temperaty) 


ausgleich mit einem Draht durchstoBen wurde. Bei der Lésung de. 


wasserfreien Glykogens muBte eine vorherige Wasseraufnahme ve 
mieden werden. Es wurde daher ein geschlossenes Wiigeglischen, i: 
dem die Trocknung im Hochvakuum und die Wagung vorgenommen 
war, umgekehrt am Korkstopfen des Kalorimeters befestigt, wobe: 
der Glasstopfen des Wageglases durch einen zangenférmig gebogenc) 
Draht festgehalten wurde, dessen Ende oben aus dem Kalorimet«: 
heraussah. Nach Temperaturausgleich wurde durch kriftigen Druck 
auf das herausstehende Drahtende der Glasstopfen des Wageglases nac|, 
unten herausgezogen, wobei das Glykogen in die Fliissigkeit hineinfic! 
Die am Rande des Wigeglases zuriickgebliebene Substanzmenge wur«: 
nachher zuriickgewogen. Da wir beobachteten, daB das Glykogen sic| 
in verdiinnter Natriumchloridlésung rascher list als im destillierten 
Wasser, haben wir die Lésung in 0,5 proz. Natriumchlorid vorgenommen 
da dies an der Lésungswiirme nichts andern kann. Auch so geht dic 
véllige Auflésung nicht sehr rasch vor sich und durch zu lange Aus- 
dehnung des Versuchs oder unvollstiindige Lésung entstehen Fehle: 
Zur méglichsten Konstanthaltung der AuBentemperatur wurde das 
DewargefiB in den wassergefiillten Mantel der Bombe gestellt und 
automatisch durch auf und ab gehenden Rihrer geriihrt. Gleichwohi! 
miBlang eine Reihe von Messungen infolge der angegebenen Fehler, 
und nur drei verhiltnismaBig gut gelungene Versuche mit wasserfreiem 
Glykogen und zwei mit Glykogenhydrat erwiesen sich fiir die Berechnung 
geeignet. Zur Ausfiihrung dieser Messungen benutzten wir Leber- 
glykogen vom Frosch, das in derselben Weise wie das Muskelglykogen 
hergestellt, aber nicht zur Bestimmung der Verbrennungswarme ge- 
braucht wurde. Als Hydrat besaB es einen Wassergehalt von 13 Proz 
(s. Tabelle VI). Im Mittel ergab sich fiir das anhydrische Glykogen 
34,8 cal, oder fiir 0,9g 3l,lcal. Fir das Glykogenhydrat 10,6 cal 
Differenz 20,5 cal. Diese Differenz, d. h. die eigentliche Hydratation-- 
wirme C,H,).0; + H,O = C,H,)0,;.H, 0 entspricht genau der Differenz 
der Verbrennungswiarmen. 


5. Diskussion der Er: “e. 
Unter Benutzung der Lésungswirme des Glykogenhydrats un 
wasserfreien Glykogens erhalten wir also fir Mytilusglykogen die Ver- 
brennungswarmen : 


Wasserfreies Glykogen (0,9g) . . . . . 3820,5 cal 
Glykogenhydrat .......... . 3800 ,, 
Geléstes Glykogen (0,.9g).... . . . 3789 
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Verbrennungswarme des Glykogens. 


Tabelle V1. 


Lésungswiirme des Glykogens. 





Korrigierte Kalorien | S#lorien Durch- 


Substanz Temperatur, Wasserwert | Kalorien pro g an a schnitt 
°C othy 


(0,375 | 0,000 117 16 | 310 278 
Waseortreies | 0.360 0.107 117 25 | 348 | 313 
ilykogen | 9512) 0.166 117 194 380 | 342 
Glykogen- {|0455| 0,046 117 5, 118 12°15 
hydrat | 0,40 0,030 117 3 8.8 91 
Differenz: 


Fir Froschglykogen : 
Wasserfreies Glykogen (0,9g) . . . . . 3807 cal 
Givlsopemhdrat. « 2 0 tt et tt oe SI 9p 
Geléstes Glykogen (0,.9g).... . . . 3775,5,, 


Es bestehen zweifellos gewisse Unterschiede zwischen den beiden 
Glykogenarten, insbesondere erscheint das Glykogen von Mytilus 
weniger stark aggregiert. Dies diirfte die Ursache dafiir sein, daB es 
sich in gleicher Konzentration mit Jod weit schwiacher dunkelbraun 
firbt, daB es weniger stark opalesziert, daB es mit Alkohol milchiger 
ausfallt und daB es bei der Trocknung das Wasser weniger leicht abgibt 
als Muskel- und Leberglykogen vom Frosch. Trotzdem ist es fraglich, 
ob dieser Unterschied mit einer meBbaren Differenz des Energiegehalts 
verknipft ist. Es erscheint daher zweckmiabig, mit den Mittelwerten 
der Verbrennungswiirmen zu rechnen: 

Wasserfreies Glykogen (0,9g) . . 3814 cal = 4238 pro g 
Glykogenhydrat i «i 
Geléstes Glykogen (0,.9g) . . . . 3782 ,, 

Diese Werte liegen etwa in der Mitte zwischen denen von Stohmann 
und Ginsberg einerseits, die sie um 40 cal iibertreffen, und dem revidierten 
von Slater andererseits, hinter dem sie um 50 cal zuriickbleiben ; anderer- 
seits stimmen sie etwa mit denen von Emery und Benedict tiberein, 
die ja auch die bei der Verbrennung gebildete Kohlensi&ure bestimmten. 
Vergleichen wir sie mit der von O. Meyerhof auf indirektem Wege 
errechneten Verbrennungswirme des gelésten Glykogens, so erhalten 
wir eine gute Ubereinstimmung. Es ergab sich"), daB die diastatische 
Spaltung des Glykogens zu Maltose und Glucose durchschnittlich 
8 bis 10 cal pro Gramm Aldehydzucker bildet. Da die Lésungswirme 
der Glucose — 12,5 cal betriigt, die Verbrennungswirme (im Durch- 
schnitt nach verschiedenen Autoren) 3748 cal, so erhalten wir fiir 
geléstes Glykogen 3770 cal pro 0,9g, wobei jedoch die nicht ganz 


1) Pfliigers Arch. 204, 321, 1924. 
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sichere Verbrennungswirme der gelésten Maltose gleich der gelési, 
Glucose gesetzt worden ist. Andererseits treten bei der Spaltung von 
Glykogen in verdiinnte Milchsiure durch in Phosphatlésung suspey. 
dierte zerschnittene Muskulatur im Durchschnitt 201 cal auf, wobec’ 
die Milchsiure sich mit Natriumbiphosphat umsetzt'). Da der Umsatz 
mit Phosphat 19cal erzeugt, die Verbrennungswarme verdiinnte: 
Milchsaiure 3602 cal betrigt, erhalten wir so 3784 cal pro 0,9 g geldsten 
bzw. priformierten Glykogens des Muskels. SchlieBlich wurde die Wari 
bei der Milchsiurebildung im intakten Muskel bestimmt, wenn di 
gebildete Saiure in die Lésung iibertritt und mit Bicarbonat reagiert * 
Es ergaben sich im Durchschnitt 222 cal. Rechnen wir 20 cal auf den 
Umsatz der Milchsiure mit Bicarbonat, so kommen wir auf 3804 ca! 
fir geléstes Glykogen; es ist aber in diesem Falle méglich, daB cic 
Milchséiure zum Teil noch mit Alkaliprotein reagiert, wobei, wie frihe: 
dargelegt, groBe Reaktionswirmen auftreten. Jedenfalls stimmen di: 
beiden anderen Werte befriedigend mit der direkt bestimmten Ver- 
brennungswirme des Glykogens tiberein. 


1) Pfliigers Arch. 195, 39, 1922. 
2) Ebendaselbst 204, 305, 1924. 
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Blutuntersuchungen an pankreas-diabetischen Hunden. 
Von 
Ivar Bang }. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


Trotz der groBen Arbeit, die zur Erforschung des Pankreasdiabetes 
geleistet worden ist, sind wir noch sehr wenig tiber das Verhalien des 
Blutes unterrichtet. Zwar wissen wir, dab eine Hyperglykaimie und 
bisweilen auch eine Hyperlipimie vorkommt. Genauere systematische 
Untersuchungen existieren aber tiberhaupt nicht, wenn man von den 
planmaBigen Blutzuckerbestimmungen an zwei pankreasdiabetischen 
Hunden, die Stenstrém am hiesigen Institut angestellt hat, absieht. 

Und doch sind solche Untersuchungen tiber das Verhalten der 
wichtigeren Blutbestandteile beim Pankreasdiabetes wiinschenswert. 
Wir wissen ja, daB der Zustand mit tiefgehenden Stérungen des Stoff- 
wechsels verkniipft ist, und ebenfalls, daB mit Wegnahme des Pankreas 
einer der wichtigsten Faktoren bei der Verdauung der Nahrung aus- 
geschaltet wird. 

Allein die Untersuchung des Harns kann uns nicht iiber die 
feineren — vielleicht auch nicht die gréberen — Verinderungen des 
Stoffwechsels unterrichten. Dagegen miissen sich dieselben wahr- 
scheinlich im Blute zum Teil abspielen, ebenso wie das Blut ein viel 
zuverlissigeres Bild von dem Stoffwechsel der Organe als der Harn 
liefert. Unter anderem werden die Nieren beim Diabetes oft ange- 
griffen. Die Ausscheidung der Harnbestandteile wird dann unvoll- 
stindig, was SchluBjolgerungen iiber den Stoffwechsel ganz illusorisch 
macht. 

Mit dem Erscheinen von Mikromethoden zur Bestimmung der 
wichtigsten Blutbestandteile kann man jetzt beliebig oft Blutunter- 
suchungen anstellen, wozu eine minimale Blutquantitaét tiberall geniigt. 

Die Blutbestandteile, welche — abgesehen von den Acetonkérpern — 
vor allem hier interessieren, sind die Kohlenhydrate, d. h. der Blut- 
zucker, das Blutfett, der Harnstoff und die Aminosiiuren. Uber solche 
Untersuchungen soll im folgenden berichtet werden. Selbstverstindlich 
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wurden die Versuche unter gegebenen Versuchsbedingungen, vo. 
welchen unten die Rede sein wird, angestellt. 
Den 15. September 1917 wurde von Dozent G. Petrén und Dr. B. Wai; 


gren in Athernarkose der Pankreas an zwei jungen Hunden mittlerer Grit): 
exstirpiert. Die Operation gelang sehr gut, indem die Operationswunden 


per primam heilten. Bei der Autopsie post mortem zeigte es sich, daB der 


Pankreas mit Ausnahme einer kleinen erbsengroBen Partie an_ beiden 
Hunden entfernt worden war. Abgesehen von Verwachsungen, waren dic 
Bauchorgane makroskopisch normal. 

Beide Tiere bekamen einen schweren Diabetes mit reichlicher Zucker 
ausscheidung und Acidosis. Schon den ersten Tag enthielt der Harn 
reichlich Zucker. Den dritten Tag setzte die Acidosis ein. Die Gerhardtscly 
Probe war spiiter immer stark positiv. Den 19. bzw. 25. Tag nach der 
Operation starben die Hunde ohne Andeutung von Koma. Sie waren wihrend 
der ganzen Zeit in guter Kondition und fraBen vortrefflich. Trotzdem 
nahmen sie unaufhérlich an Gewicht ab und waren schlieBlich sehr ab- 


gemagert. 
Jeden Tag morgens und abends wurden Blutzucker, Blutfett und auBer- 


dem eine langere Zeit Harnstoff und Aminosauren des Blutes bestimmt. Hierzu 
kommen zahlreiche Serien, wo diese Blutbestandteile vielmals im Laufe 
des Versuchstages bestimmt wurden, nimlich wenn die Einwirkung von 
verschiedenen Nahrungsstoffen auf das Blut bestimmt werden sollte. Der 
Ubersicht halber sollen im folgenden zuerst der Blutzucker, dann das 
Blutfett und schlieBlich die stickstoffhaltigen Extraktstoffe jeder fiir sich 
besprochen werden. 


1. Der Blutzucker. 


Ganz in Ubereinstimmung mit Stenstréms Ergebnissen wurden an 
beiden Hunden unmittelbar nach der Pankreasexstirpation eine be- 
deutende Blutzuckersteigerung gefunden. Nach kurzer Zeit sank der 
Blutzuckergehalt wieder etwas herab und blieb spiiter waihrend der 
folgenden Lebenszeit recht unveriandert, um schlieBlich kurz vor dem 
Tode wieder anzusteigen. Doch war diese primortale Steigerung bei 
diesen Hunden bedeutend geringer als Stenstrém fand. Ebenfalls war 
der Unterschied zwischen den Werten fiir Morgen und Abend un- 
wesentlich. Gewéhnlich lagen die Abendwerte etwas héher.  Doch 
konnte man mehrmals das umgekehrte Verhaltnis konstatieren. Diese 
Ergebnisse gehen aus Tabelle I hervor. 

Wie ersichtlich, liegen die Werte fiir Hund 1 durchschnittlich 
etwas héher als fiir Hund 2. Inwieweit dies einen Ausdruck fiir eine 
schwerere Krankheit bildet, ist schwer zu sagen. Jedenfalls lebte der 
Hund 1 trotz vollkommen gelungener Operation wesentlich kiirzer 
als Hund 2. Wenn die primortale Steigerung des Zuckers so un- 
bedeutend ist, kann dies wohl mit dem Ausbleiben des Komas in Ve! 
bindung gestellt werden. Die nicht so zahlreichen Blutzuckerbestim- 
mungen bei Menschen im Coma diabeticum haben konstant eine 
kolossale priimortale Steigerung des Blutzuckers erwiesen — bis zu 
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Blutuntersuchungen an pankreas-diabetischen Hunden 


Tabelle I. 





Hund 1 Hund 2 Hund 1 Hund 2 


Datum Morgen | Abend Morgen Abend Datum Morgen Abend Morgen Abend 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz Proz 


15. TX. 0,10 | 0,23") 0,10 020%} 28. TX. 0.25 028 
16. TX. ¥ 0,21 0.20 02) 29. IX. 0.22 0.29 
17. IX. 25 0,32 0,21 0.28 3 4 030 028 
18. LX. - 0,26 025 0,27 ¢ 0.30 0.26 
19. IX. 2 0,28 0,25 0,27 0,27 0,27 
20. IX. 30 0,34 0.26 0,27 — _ 
21. IX. BY 4 0,28 0,25 0,25 
23. ‘ 2 0.29 O24 025 
23. ' : 0,28 0,21 . 0,26 
0.33 0,24 0,30 

0,32 0.23 0,22 

> 0,25 0,37 0.22 0,28 9. 

. IX. |>031 7 0,23 0,30 10. 


“2 
~~ 
_— 
— 


ale 


0.21 0,27 
0,23 — 
0.23 0,25 
0.22 0.26 
0.26 0.23 
0.21 0.36 
0,36 T 
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iiber 1 Proz. Blutzucker. Stenstrém fand bei einem Hunde wihrend Koma 
eine Steigerung des Blutzuckers von 0,26 bis 0,83 Proz. Eine ganz 
parallele Blutzuckerkurve fand er bei einem Patienten in Koma. Sehr 
bemerkenswert ist die Tatsache, daB meine Versuchshunde ohne Koma 
eine sehr starke Acidosis wihrend der ganzen Versuchsperiode zeigten. 
Einmal (4. Oktober) wurde bei Hund 2 der Acetongehalt des Harns 
bestimmt. Der Harn (550 ccm) enthielt 467 mg Totalaceton. Trotzdem 
bekamen sie kein Koma, wihrend Stenstréms Hund in Koma keine 
Acidosis hatte. Dies Verhiltnis gibt Grund zu bezweifeln, inwieweit 
die jetzt vorherrschende Auffassung, daB das Coma diabeticum immer 
ein Siurekoma ist, auch die richtige ist. Tatsichlich findet man in 
der Literatur Angaben, die dagegen sprechen. So berichtet Umber*) 
iiber einen typischen Fall von Coma diabeticum, in welchem keine 
Acidosis nachweisbar war. Von Noorden*) gibt an, daB Koma bisweilen 
auftritt, selbst wenn der Harn alkalisch reagiert. Die Méglichkeit 
scheint nicht ganz ausgeschlossen, daB vielleicht die groBbe und rapide 
eintretende Blutzuckersteigerung mit dem folgenden, recht betriacht- 
lichen osmotischen Uberdruck nicht eine Folge, sondern im Gegenteil 
die Vorbedingung des Komas darstellt. 

AuBer den tiglichen Variationen interessieren auch die stiindlichen 
Veriinderungen des Blutzuckers besonders nach Einnahme der ver- 
schiedenen Nahrungsmittel, Kohlenhydrate, Fett und Eiwei8. Hierzu 


1) Unmittelbar nach der Exstirpation 0,25 Proz. Nach 1 Stunde 
0,27 Proz., nach 2 Stunden 0,22 Proz., nach 4 Stunden 0,23 Proz. 

*) Unmittelbar nach der Exstirpation 0,22 Proz. Nach 1 Stunde 
0,34 Proz., nach 2 Stunden 0,22 Proz., nach 3 Stunden 0,20 Proz. 

3) Umber, Ernaihrung und Stoffwechselkrankheiten, 2. Aufl., 1914, 8. 221. 

*) vw. Noorden, Die Zuckerkrankheit, 7. Aufl., 1917. 
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kommt die Bedeutung des Pankreas. Wie gestaltet sich die Resorption 
mit und ohne Mitwirkung von Pankreas? Kann man durch Fiitteruny 
mit Pankreas allein den Blutzucker beeinflussen, d. h. eine innersekre- 
torische Wirkung des Pankreas nachweisen? Die letzte Frage kann 
bestimmt verneint werden. Vier Versuchsserien haben iibereinstimmei( 
erwiesen, daB eine Zufuhr von 150 bis 400g frischen Rinderpankreas 
den Blutzuckergehalt nicht beeinfluBt. Nur in einem Versuch wurde 
eine Steigerung des Blutzuckers von 0,23 bis 0,33 Proz. nach 3 Stunden 
gefunden. Dagegen lat sich die fermentative Wirkung des Pankreas 
ganz tiberzeugend demonstrieren, und zwar sowohl nach Brot- wir 
Fleischfiitterung. 

Fangen wir mit den Blutzuckerbestimmungen nach Kohlenhydrat. 
nahrung an. Die Versuche sind simtlich mit Hund 2 angestellt worden 
Im Versuch 1 bekam das Tier (21. September) 200 g Brei, im Versuch 2 
2. Oktober) 100g Mehl mit 100g Wasser gekocht und im Versuch 3 
(4. Oktober) dieselbe Quantitét Mehl mit 200g Rinderpankreas zu- 
sammen. 





Tabelle II. 
Versuch | Versuch 2 Versuch 3 

Proz. Proz. Proz. 

Praformierter Blutzucker ... . 0,25 0,28 0,21 
1. Std. nach Fiitterung ..... 0,29 0,31 0,24 

a, le a eee Fe 0,30 0,29 0,29 

Ble TS FP Ce 0,28 0,28 0,31 

5. ” ” " Ses Pe ee eT 0,27 0,30 0,35 

8. ” gin ene i ae 0,27 0,27 0,34 

ll. , » i caer unl 0,25 | — 0,27 


Die absolute Steigerung des Blutzuckers betragt in den Versuchen | 
und 2 0,05 und 0,03 Proz., im Versuch 3 dagegen nicht weniger als 
0,14 Proz. Selbst wenn man davon absieht, daB im letzten Falle 
der Blutzuckergehalt a priori sehr niedrig (0,21 Proz.) ist, bleibt doch 
der maximale Wert (0,35 Proz.) nicht weniger als 0,05 Proz. iiber dem 
héchsten Werte der anderen Versuche. Das Ergebnis besagt, <a! 
entweder die Resorption iberhaupt gréBer ist nach Zugabe von Pankreas 
oder daB in diesem Falle die Resorption schneller geht. Es kommt 
eine mehr konzentrierte Zuckerlésung ins Blut tiber und die Nieren 
vermégen nicht hier mit der Resorption Schritt zu halten. Die letzte 
Hypothese diirfte wohl die richtige sein. 

Wie bekannt, wird in den schweren Formen von menschlichen 
Diabetes sowie bei Pankreasdiabetes Zucker aus EiweiB gebilde' 
Der D: N- Quotient des Harns bildet ein MaB fiir diese Zuckerbildung 
Es war deswegen von Interesse nachzusehen, wie sich der Blatzucker 
nach Ejiweiffitterung hier verhielt. Ahnliche Versuche sind nur ganz 
vereinzelt bei Patienten mit schwerem Diabetes ausgefiihrt worden 
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Man hat meistens keine deutliche Steigerung des Blutzuckerspiegels 
nachweisen kénnen. Versuche mit pankreasdiabetischen Tieren sind 
iiberhaupt nicht publiziert worden. Wie aus dem Folgenden ersichtlich, 
sind die Verhaltnisse hier sehr bemerkenswert. Es wird notwendig 
sein, die Ergebnisse bei beiden Hunden fiir sich tabellarisch mitzuteilen. 


Tabelle III. Hund 1. 





Versuch 18. IX. | Versuch 21. IX. | Versuch 24. 1X. Versuch 26. IX. 
Proz. Proz. Proz. Proz. 


Praf. Blutzucker . 0,25 0,32 0,30 0,25 
1 Std. n. Fiitterung 0,26 031 0.37 0.44 
0,31 0,28 — 041 
0,25 0,30 — 0,50 
0,31 0,28 _ 0,43 
0,31 0,30 0,33 0,45 
ele aaa 0,26 0,28 _ 0,37 
Absolute Steigerung 0,05 0,00 
Das Tier bekam am 18. September 150g Fleisch, 21. September 
400g Pankreas, 24. September 40g Fleisch und 26. September eben- 
falls 400 ¢ Fleisch. 


0,07 0,25 


Hund 2. 





Versuch Versuch | Versuch Versuch Versuch 
19. IX. 20. IX. | 28 IX. 1X 6. X. 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 


Praf. Blutzucker . . . 0,25 0,26 0,26 0,30 0,23 
1 Std. n. Fiitterung. . 0,26 0,23 0,29 0,33 0,25 
. és 0,24 0,29 031 031 0,29 

0,24 0,26 0,33 0,33 0.33 

0,22 0,24 0,30 031 0.30 

ad 0,23 0,26 0,28 0,31 0,25 

1 . e od 0,27 0,27 — 0,26 eons 


0,02 0.02 0.07 0.03 0.10 





~ Absolute Steigerung 


Der Hund bekam am 19. September 200g Fleisch, 20. September 
150g Pankreas, 28. September 400g Fleisch, 1. Oktober 200 g Fleisch 
und 200g Pankreas und 6. Oktober 200g Pankreas. 

Aus den Versuchen ist ersichtlich, daB die Tiere kurze Zeit nach 
dem Eintreten des Diabetes nur geringe Steigerung des Blutzuckers 
nach Fleischfiitterung bekommen. Nach 14 Tagen bis 3 Wochen be- 
dingt dieselbe Fiitterung dagegen eine gréBere — in dem einen Falle 
viel gréBere — Hyperglykaimie als nach Zufuhr von Kohlenhydraten 
Der Diabetes, welcher schon vom Anfang an eine schwere Form darstellt, 
hat sich im Laufe der Zeit noch weiter entwickelt. Die griBte Steigerung 
findet man bei Hund 1 an dem Tage vor dem Tode. Hier stellt wohl 
die groBe Hyperglykimie ein Kriterium fiir die intensive Stoffwechsel- 
stérung dar. 
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Die Versuche zeigen also, daB der Pankreasdiabetes nicht mit 
der Entfernung des Pankreas seine volle Entwicklung erreicht, sondern 
sich weiter entfaltet. Denkbar ist, daB dic kleinen Pankreasreste anfangs 
fungieren, spaiter aber atrophieren. 

Es ist weiter eine interessante Tatsache, daB Fleisch allein ohne 
Zugabe von Pankreas eine ebenso groBe, oder auch gréBere Hyper- 
glykimie bedingt wie mit Pankreas zusammen. Ebenfalls tritt dic 
Steigerung des Blutzuckers mit und ohne Pankreas gleichzeitig ein 
was alles nur in der Weise gedacht werden kann, daB die Proteolyse 
und Resorption auch ohne Mitwirkung von Pankreas beinahe un- 
gestért stattfindet. 

SchlieBlich kénnen wir konstatieren, daB die Hyperglykimi: 
nach Fleischfiitterung keineswegs derselben nach Kohlenhydrat- 
fiitterung nachsteht. Ja man findet sogar noch gréBere Werte nach 
Fleischfiitterung als nach Ernihrung mit Kohlenhydraten. 

Wenn Fleischnabrung eine unzweideutige Hyperglykaimie bewirkte. 
konnte man voraussetzen, daB Fiitterung mit reinen Aminosauren eine 
ahnliche Steigerung bewirken mu8. Dies um so mehr, als man in solchen 
Fallen eine der Aminosiuremenge entsprechende Extraausscheidung 
von Harnzucker hat nachweisen kénnen. Leider war es in dieser 
schwierigen Zeit nur méglich, solche Versuche in sehr beschranktem 
MaBstabe auszufiihren. Nur zwei Versuche mit Alanin sind ausgefiihrt 
worden: Am 27. September bekam Hund 1 15g Alanin in 200 ccm 
Wasser. Infolge eines Versehens verungliickten die meisten Zucker- 
bestimmungen, und nur so viel konnte festgestellt werden, daB der 
Hund 3 Stunden nach der Einnahme eine Hyperglykimie von 0,50 Proz. 
und 2 Stunden spiter 0,49 Proz. zeigte. Besser ist der Versuch mit 
Hund 2 gelungen. Am 3. Oktober bekam das Tier 20 g Alanin in 20 ccm 
Wasser. Der Blutzuckerspiegel ist aus Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle 1V. 
Priformierter Blutzucker. . .... . oo Proz. 
1 Stunde nach Zufuhr von Alanin .. 0,35 ,, 
2 Stunden ,, a a a ye | le 
3 %> ’° ’° °° ° e © 0,30 o* 
5 ’ ° °° ° ’. bad ® 0,28 9° 
7 el os ’° ° °° s bad 0,25 ’* 
10 °° °° ° ° ’° ° * 0,25 ° 


Die Steigerung des Blutzuckers ist noch gréBer als nach Fleisch- 
fiitterung und, was mehr bemerkenswert ist: sie tritt sehr schnell ein. 
Wiahrend die maximale Steigerung nach Fleischfiitterung erst 3 Stunden 
spiiter zu finden ist, findet man hier schon nach 1 Stunde das Maximum 
Die Erklarung ist sehr einfach: Die Steigerung nach EiweiBfiitteruny 
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kommt spiater, da das EiweiB zuerst im Darme in Aminosiuren ab- 
gebaut werden soll, wihrend das Alanin gleich nach dem Ubergang in den 
Darm resorbiert wird. Es ist aber interessant zu sehen, wie schnell 
die Umbildung des Alanins in Glykose fortgehen muB. Die Kurve 
stimmt mit den Ergebnissen nach Eingabe von reinem Traubenzucker. 
Die Umbildung des Alanins in Zucker ist aber sicher ein sehr ver- 
wickelter ProzeB, und trotzdem erscheint der Alaninzucker so schnell 
im Blute. 
2. Das Blutfett. 

Das Studium der Lipdmie an pankreasdiabetischen Hunden ist 
aus dem Grunde wichtig, daB man sowohl an solchen Tieren wie an 
Personen mit schwerem Diabetes bisweilen eine ausgesprochene Lipimie 
findet. Das Blut ist unter diesen Umstiinden schokoladefarbig und 
setzt beim Stehen eine mehr oder weniger dicke Fettschicht ab. Eben- 
falls findet man oft die Leber fettdegeneriert. 

Das Blutfett wurde an beiden Hunden tiglich bestimmt, wozu 
ein neues, noch nicht publiziertes Verfahren diente. AuBerdem wurden 
oft Serienbestimmungen nach Zufuhr von Butter — mit und ohne 
Pankreas — ausgefiihrt. Uber diese letzten Versuche ist nur mitzuteilen, 
daB man niemals eine Steigerung des Blutfettes nach Zufuhr von Butter 
beobachten konnte, auch nicht, wenn Pankreas mit dem Fette zusammen- 
gegeben wurde. Normale Tiere zeigten zu derselben Zeit und nach 
derselben Fettmenge eine ausgesprochene Steigerung des Blutfettes. 

Das Ausbleiben der Steigerung konnte doch kein Wunder nehmen, 
da die Tiere immer nach Fettfiitterung groBe Fettmengen mit den 
Exkrementen ausschieden. 

Die Tatsache, daB eine Lipimie auch nach Zusatz von Pankreas 
ausgeblieben ist, stimmt mit Lombrosos') Befunden gut iiberein, dab 
Pankreas auch fiir die Resorption des Fettes von wesentlicher Be- 
deutung ist. 

Abgesehen von den Bestimmungen nach Fettfiitterung wurde das 
Blutfett auBerdem morgens und abends bestimmt. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle V zusammengestellt. 

In diesen Versuchen wurde das im Blute frei vorkommende Fett 
mit Cholesterin zusammen bestimmt. Der Cholesteringehalt ist 0,06 
bis 0,07 Proz. und ziemlich konstant. Folglich ist der wahre Fettgehalt 
itberall sehr gering. Der durchschnittliche Fett-Cholesteringehalt liegt 
bei Hunden um etwa 0,15 bis 0,17 Proz. Bisweilen ist das Blut sogar 
praktisch fettfrei. Dies stimmt mit meinen Erfahrungen an Patienten 
mit schwerem Diabetes iiberein. Hier findet man zwar nach Fettdiit 
eine starke Steigerung des Blutfettes. Schon ein Hungertag aber 


1) Lombroso, Hofmeisters Beitr. 8, 51, 1906; Pfliigers Arch. 56, 1907. 
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Tabelle V. 
Hund 1 Hund 2 Hund 1 Hund 2 

Detum Proz. Proz. Datum Proz. Proz. 
15. 1X. 011-010 0,09—008 | 29. IX _ 0,10—0,12 
16.1X. 010-009 0,11—0,09 | 30. 1X. 0,13—0,11 
17.1X. 0,10—0.08  0,09—0,09 & 4 _ | 0,12—0,10 
18.1X.  0,08—0.08  0,10—007 2. X. _ 0,12—0,11 
19. 1X. 0090013 0,07—0,12 3. X. _ | 0.17—0,10 
20.TX. O11—0,07  0,10—0,07 4. X. _ 0,14—0,15 
21.1X. 012—011 0,11—0.07 5. X. =_ 010 — 
22.1X. 011-013  0,09—0,08 6. X. — 0,10—0.08 
23. 1X. 0,10—0,06  0,10—0,07 .. ome 0,08—0,09 
24.1X. 014-013 0,09—0,10 Xz. _ 0,09—0,08 
25.1X. 0,10—010 0,09—0,09 9. X. _ 009 — 
26.1X. 013—0,10 0,13—0,12 10.X 0,10 
27.1X. — O11+ 0,13—0.12 be = 0.10 7 
28. IX. = = 0,09 





geniigt, um das Blut beinahe vollstandig vom Fett zu befreien. Und 
die Hunde hatten ja eine starke Inanition. 

Weiter ist interessant, konstatieren zu kénnen, daB beide Hunde 
der geringen Lipimie ungeachtet, trotzdem eine mabig fettdegenerierte 
Leber besaBen. Dies stimmt jedoch auch mit meinen Erfahrungen 
der experimentellen Phosphorvergiftung iiberein, wo ahnliche Ver- 
hiltnisse regelmaBig vorkommen. 

Die Fettbestimmungen zeigen schlieBlich, daB eine Hyperlipimic. 
welche an pankreasdiabetischen Hunden wiederholt nachgewiesen 
worden ist, keineswegs eine konstante Erscheinung darstellt. Der 
Diabetes kann bis zum Tode ohne welche Steigerung des Blutfettes 
fortgehen. 

3. Reststickstoff. 


Unter der Bezeichnung ,,Reststickstoff** werden die stickstoff- 
haltigen Stoffe des Blutes, abgesehen vom EiweiB, zusammengefalst 
Sie bestehen teils aus Exkretionsprodukten, die zur Ausscheidung 
durch die Nieren bestimmt sind, teils aus Aminosiuren, die als Nahrungs- 
mittel fiir die Organzellen bestimmt sind. Diese fundamental verschiec- 
dene Bedeutung macht es notwendig, beide Fraktionen fiir sich zu 
bestimmen. Dies geschieht auch nach der Methode des Verfassers. 
Die Harnstofffraktion entspricht etwa 15 bis 20mg N pro 100g Blut, 
die Aminosiiurefraktion etwa 12 bis 15 mg (bei Hunden). 

Untersuchungen iiber den RN?) sind bis jetzt weder bei pankreas- 
diabetischen Tieren oder Diabetespatienten ausgefiihrt worden. Da 
aber die Leber fiir die Bildung des RN von prinzipieller Bedeutung ist, 
und da die Leber beim Diabetes unzweifelhaft sehr mitinteressiert ist, 


1) Mit RN ist Reststickstoff bezeichnet. 
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sind solehe Untersuchungen wiinschenswert. Das einzige, was wir 
hiertiber wissen, ist der Befund von Labbé!), daB der Aminosiiuregehalt 
des Harns bei pankreasdiabetischen Hunden stark vermehrt ist. 

Zusammen sind sieben Versuchsserien ausgefiihrt worden, davon 
fiinf nach Fleischfiitterung und zwei nach Zufuhr von Alanin (Nr. 2 
und 7) (in welehen auch der Blutzucker bestimmt wurde). Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle VI zu finden. 


Tabelle VI. 
Hund 1. 





Versuch 1. 24. IX, Versuch 2. 27. 1X 
400 g Fleisch 15g Alanin 
7 Amino: 
saure 


Amino- 


t " saure vu” 


I ee eee ee 18 — 42 20 
1 Std. nach Fiitterung ..... 22 18 44 20 
_ - + we 19 18 
18 20 
19 26 


— 23 


- ’ 7 
” os 


.) ’ ” 


Hund 2. 





Vemn 3. Vermu® 4. Vvoeue 5. Voun % Versuch 7. 
22. IX. “4 28. IX — ‘ 
a 300 g Fleisch vo Wikehews 200g Fleisch 
400g Fleisch 100g Pankreas 400 g Fleisch 200 g Pankreas 


Ams. U* Ams. U* Ams. U* | Ams. 


20g ‘Alanin 


Praformiert 13 15 13 46 20 17 12 19 
1 Std. nach Fiitterung 12 24 14 39 16 27 19 28 
Ligh’. - | 27 | 19} 42 | 2 | 3 | 19 | 2) 19 | 30 | 2 
$: * m || 26 19 43 60 34 21 37 19 34 24 
ee & ‘ | 8 ll 50 37 31 21 40 | 23 28 20 
hs ee ra —- — 37 18 28 23 38 17 22 21 


Von den Versuchsergebnissen bieten nur die besser durchgefiihrten 
Versuche an Hund 2 Interesse dar. Hier ist der Unterschied zwischen 
den Fleischversuchen und Fleisch-Pankreasversuchen sehr frappant, 
indem man nach Fleisch allein nur geringe Steigerung der Harnstoff- 
sowie der Aminosiurefraktion findet (10 bzw. Omg Harnstoff-N, 
6 bzw. 3mg Aminosiiure-N), wihrend die Fiitterung von Fleisch- 
Pankreas die bedeutende Steigerung von 37 bzw. 23 mg Harnstoff-N 
und 47 bzw. 11 mg Aminosiiure-N bedingt. Diese Tatsachen brauchen 
nicht notwendig eine wesentlich schlechtere Resorption nach Fleisch- 
fiitterung allein zu bedeuten. (Die Harnuntersuchung hiitte hieriiber 


1) Labbé, Le métabolisme d’un chien partiellement dépancréaté. Thése, 
Paris 1911 
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unterrichten kénnen. Aus éuBeren Griinden wurden solche Analys«); 
nicht ausgefiihrt.) Dagegen besagen die Befunde bestimmt, daB div 
Resorption jedenfalls wesentlich schneller nach Zusatz von Pankreas 
gehen muB. Die Nieren kénnen nicht mit der Harnstoffbildung Schrit: 
halten. Die Alaninversuche sprechen anscheinend dagegen. Hic: 
kommt doch sicher, wie die Zuckerbildung zeigt (s. oben), eine schne|| 
Resorption vor, und dennoch ist die Steigerung des RN unbedeutend. 
Hier ist aber zu bemerken, daB 20g Alanin einer wesentlich geringeren 
Stickstoffmenge als 400g Fleisch entsprechen. Die Steigerung mui 
demgem4&B eine geringere sein. 

Vergleicht man die Hyperglykimie und die Steigerung des RN 
nach Fleisch und Fleisch-Pankreas miteinander, vermiBt man dir 
erwartete Ubereinstimmung. Z. B. zeigt Versuch 5 nur unbedeutende 
Steigerung des RN, dagegen wurde hier eine Hyperglykimie von 
0,33 Proz. (mit Steigerung von 0,26 Proz.) gefunden. Im Versuch ( 
dagegen war die Steigerung des RN groB, die Steigerung des Blut- 
zuckers aber unbedeutend. (Hier lag doch der urspriingliche Wert 
fiir Blutzucker hoch.) 

Auer den angefiihrten Versuchen wurden an Hund 2 am 7. Oktober 
RN-Bestimmungen morgens ausgefiihrt. Es wurden gefunden 16 bis 
20mg U*-N und 19mg Aminosiiure-N. Abends desselben Tages 2 
bis 32 mg U*-N und 19 bis 19mg Aminosiure-N. 

Am 10. Oktober, kurz vor dem Tode des Tieres, zeigten die Be- 
stimmungen aber ein ganz anderes Resultat, indem nicht weniger als 
63 bis 68 mg U*-N (und 25 bis 26 mg Aminosiure-N) gefunden wurden. 
So groBe Werte an einem Hunde, welcher die letzte Zeit nichts gefressen 
hatte, sind sehr iiberraschend zu finden. Sie zeigen, daB eine grote 
RN- Retention, die man sonst nur in Urdmie findet, hier vorliegt. Man 
kann dann die Frage aufstellen, inwieweit hier nicht eine wrdmisch: 
Intoxikation von Harnbestandteilen vorkommt, welche fiir den To! 
des Tieres verantwortlich ist. Und man kann sich dann weiter fragen, 
ob nicht eine ahnliche Intoxikation auch sonst beim Pankreasdiabetes 
und auch menschlichen Diabetes eine Rolle spielen kann und vielleicht 
fiir das Auftreten des Komas bisweilen — oder oft — verantwortlich ist. 

Hieriiber wissen wir nichts, da Blutuntersuchungen bis jetzt 
fehlen. Vielleicht kénnen die hier referierten Ergebnisse dazu anregen. 
Abgeschlossen ist, wie ersichtlich, das Thema nicht. Im Gegenteil. 
diese unvollstiindigen Untersuchungen besitzen ihren hauptsiichlichen 
Wert darin, daB sie neue Wege fiir die Forschung éffnen. 





Uber eine Methode zur Bestimmung der Wasserstoffzahl 
im Gewebe und in einzelnen Zellen. 


Von 
M. Sechmidtmann. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 30. Juni 1924.) 


Die bisherigen Bestimmungen der H-Konzentration im Gewebe 
stellten die Wasserstoffzahl von Organextrakten oder von Gewebssiiften 
fest, d. h. es wurde eine Bestimmung der Wasserstoffzahl der Gewebe 
in ihrer Gesamtheit vorgenommen. Die Frage, die ich mir vorlegte, war: 
Kann ich in der Zelle selbst eine Bestimmung der Wasserstoffzahl mit 
Hilfe des Mikromanipulators vornehmen? Der von Péerfi konstruierte 
Mikromanipulator setzt uns ja instand, an den Zellen mittels Fein- 


instrumenten die verschiedensten Operationen vorzunehmen, unter 
anderem Zellinjektionen. 

Die ersten Versuche mit intrazelluliren Injektionen von Indikator- 
lésung erwiesen sich als ungeeignet, da der Farbenumschlag der ver- 
diinnten Lésungen in der Zelle nicht wahrnehmbar ist. Zudem stellen 
die Injektionen einen recht schweren Eingriff in das Zelleben dar, 
und es ist daher fraglich, ob auf diese Weise erhaltene Werte verwendbar 
sind. 

Auf Rat von Prof. Péerfi versuchte ich dann, Indikatorsubstanz 
in dem Gewebe abzulagern. Es hat sich mir nach den verschiedensten 
Versuchen folgende Methode als brauchbar erwiesen: 

Mittels fliissiger Gelatine befestigt man an der Spitze einer sehr feinen 
Operationsnadel ein Staubkorn der Indikatorsubstanz (das Farbkérnchen 
an der Spitze darf nur mikroskopisch sichtbar sein). Das zu untersuchende 
Material wird im hiangenden Tropfen in die Feuchtkammer gebracht und 
die Nadel mit der Indikatorsubstanz von unten in die Zelle eingefiihrt 
und alsbald rasch zuriickgezogen. Man kann nun beobachten, wie sich das 
Kérnchen in dem Protoplasma der Zelle lést und dabei das Protoplasma je 
nach Art und Reaktionsweise des Indikators farbt. Hat man zuniichst 
durch verschiedene Indikatoren festgestellt, in welchem Gebiet ungefiihr 
das py, einer Zelle liegt, so kann ein genauerer Wert auf folgende Weise 
ermittelt werden: Man gibt auf ein Deckglas nebeneinander kleinste Tropfen 

Biochemische Zeitschrift Band 150. 17 
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von Pufferlésungen, deren p, etwa dem nach den Vorversuehen zu erwarte:, 
den py, der Zelle entsprechen. Fiihrt man nun in die Tropfen der Puffer 
lésungen auf dieselbe Weise wie in die Zelle ein Farbstoffkorn ein und 
beobachtet die dabei entstehende Fiirbung des Tropfens, so erhalt man eine 
recht gut zu verwendende Vergleichsskala fiir die Beurteilung der Farben- 
nuance der untersuchten Zelle. So wurde z. B. quergestreifte Muskulatur 
der Maus untersucht. Bromthymolblau liste sich mit gelber Farbe, Neutralrot 
ausgesprochen rot, p-Nitrophenol gelb. Das Umschlagsgebiet des Brom. 
thymolblau liegt zwischen 6 und 7,6. Der Vergleich mit Pufferlésungen 
lie8 eine Ubereinstimmung der Farbennuance bei Py = 6,6 erkennen. 
Fiir p-Nitropheno] liegt das Umschlagsgebiet zwischen 5 und 7, hier ergab 
der Vergleich mit den Puffergemischen eine Ubereinstimmung bei 
Py = 6,7. Es resultierte also bei der Untersuchung eines Gewebes mit 
zwei ganz verschiedenen Indikatoren ein fast gleicher Wert fiir die Wasser- 
stoffzahl. 

Fragen wir uns, welche Fehler haften dieser Methode an ? 

Zunichst wird zu erwiagen sein, ob beim Anstechen der Zelle nicht 
momentan ein Ausgleich zwischen den Wasserstoffzahlwerten innerhal) 
und auBerhalb der Zelle eintritt. Zur Beantwortung dieser Frage 
untersuchte ich Muskelfasern und Leberzellen in Tropfen verschiedene: 
Gemische primaren und sekundiren Phosphats, deren Wasserstoffzah! 
eine recht differente war. Tritt ein solcher Gleichgewichtszustand cer 
H-Konzentration innerhalb und auBerhalb der Zelle ein, so miifte 
das Protoplasma bei Untersuchung mit dem gleichen Indikator in 
den verschiedenen Medien verschieden gefirbt sein, und die im Proto- 
plasma erzeugte Firbung mit der Farbe, die der !ndikator in der 
jeweilig benutzten Pufferlésung hat, tibereinstimmen. Es zeigte sich 
nun, daB bei der Untersuchung ein und desselben Gewebes, wenn es 
lebensfrisch entnommen war, in den verschiedensten Medien stets beim 
gleichen Indikator gleiche Reaktion erfolgte. So liste sich das Brom- 
thymolblau in einer Muskelfaser im Medium py = 5,2 deutlich gelb. 
ebenso in der AuBenfliissigkeit mit gelber Farbe, wihrend bei der 
Untersuchung im Medium py = 8,2 die AuBenfliissigkeit blau gefirbt 
wurde, die Muskelfaser wieder den gleichen gelben Farbenton zeigte. 

Die zweite zu erwigende Frage ist, ob die Einbringung der festen 
Form des Indikators in die zu untersuchende Substanz, also hier dic 
Zelle, an der Reaktionsweise des Indikators etwas andert. Es wurden 
deshalb Kontrolluntersuchungen mit Puffergemischen angestellt und 
deren py sowohl in der tiblichen Weise mit Indikatorlésung und dann 
in der dem Versuch entsprechenden Weise durch Lésen fester Indikator- 
substanz bestimmt. Die gefundenen Werte stimmten véllig miteinander 
tiberein. 


SchlieBlich ist der EiweiBfehler eines Indikators bei diesen Ver- 
suchen besonders zu beriicksichtigen. Von Sérensen sind die Indikatoren 
auf ihren EiweiBfehler genau untersucht worden und eine Reihe von 
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Indikatoren angegeben, bei denen dieser Fehler so gering ist, daB er 
sich vernachlassigen l4Bt. Diese Indikatoren sind natiirlich allein fir 
die Untersuchung brauchbar. Um jedem Einwand der Methodik gegen- 
iiber entgegentreten zu kénnen, stellte ich mit den von mir benutzten 
Indikatoren noch folgende Modellversuche an: Es wurden zwei Serien 
von Puffergemischen hergestellt und der einen Serie Serumalbumin 
5 bis 15 Proz. hinzugefiigt. Man fiigt nun zu beiden Serien Kérnchen 
von Indikatorensubstanz und stellt fest, welche Lésungen kolorimetrisch 
iibereinstimmen. Danach wird elektrometrisch von diesen Lésungen 
der Py-Wert bestimmt. Es ergaben sich Differenzen von héchstens 
vier in der zweiten Dezimale des py. Da wir aber mit Versuchsfehlern 
von zwei bis drei in der ersten Dezimale des py-Wertes bei der Methode 
rechnen miissen, lat sich ein EiweiBfehler in der zweiten Dezimale 
vernachlassigen. 

Die bisherigen Untersuchungen wurden an operativ gewonnenem 
lebendem Material vorgenommen. Bevor wir zu den Untersuchungen 
Leichenmaterial heranziehen kénnen, miiBte eine GesetzmiBigkeit 
im Verhaltnis der postmortalen Sauerung zur Zeit gefunden sein. 

Endlich ist noch darauf hinzuweisen, daB die Methode nicht zu 
verwenden ist bei gewissen chemischen Veranderungen des Protoplasmas, 
die zum Undurchsichtigwerden des Plasmas fiihren, z. B. starke Ver- 
fettung. 

Natiirlich haftet dieser Indikatorenmethode wie allen kolorimetri- 
schen Methoden eine gewisse Ungenauigkeit an, dessen bin ich mir wohl 
bewuBt. Aber es léBt sich auf diese Weise wenigstens ein Einblick 
gewinnen, wie sich die Reaktion der einzelnen Zelle unter physiologischen 
und pathologischen Bedingungen verhalt. Es ist zu hoffen, da8 wir mit 
Hilfe des Mikromanipulators weitere mikrochemische Reaktionen in 
Zellen und Gewebe ausfiihren werden, und zwar sind hier vor allem 
Fillungsreaktionen, vielleicht auch gewisse kolorimetrische Reaktionen 


geeignet. 
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Die eosinophile Granulasubstanz des Blutes und ihre Darstellung. 
Untersuchungen iiber ihre Beschaffenheit und Eigenschaften. 
II. Mitteilung: 

Chemisches und Physikalisches. 


Von 
Alfred Neumann. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Krankenanstalt 
Rudolfstiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


A. Léslichkeitsverhialtnisse, 


Die in der ersten Mitteilung') angegebene Methode der Darstellung 
hatte selbstverstaéndlich entsprechende Untersuchungen iiber die Léslich- 
keitsverhaltnisse zur Voraussetzung, welche ergaben, daB bei frischem 
Fibrin die Granula in lproz. Natronlauge noch kochresistent sind, von 
2proz. Konzentration nach aufwirts aber beim Kochen nicht mehr ihre 
Form behalten und anscheinend in Lésung gehen. Die definitiv lufttrocken 
gemachten Priaparate verhalten sich anders, sie sind in kochender 20 proz. 
Lauge unldéslich, auch wenn das Praparat tagelang ihrer Wirkung ausgesetzt 
war. Andererseits konnte ich konstatieren, daB die ganz frischen eosinophilen 
Granula sicher in Iproz. Natronlauge léslich sind. Auch gegen Sauren 
besteht ein ahnliches Verhalten. Unter fliissigem Paraffin aufgefangenes 
Pferdeblut zeigte eine einwandfrei unter dem Mikroskop sichtbar werdende 
Auflésung der eosinophilen Granula schon bei Zusatz von n/1000 HC. 
Nach 2 Stunden waren aber die Granula in derselben Séurekonzentration 
unléslich, nach einigen Tagen kaum in stirkeren Séuren léslich. Wurde 
Fibrin mit 3,3proz. Salzsiiure behandelt, so verschwanden die Granula 
scheinbar, wurden jedoch bei Neutralisierung des Fibringemenges wieder 
sichtbar, so daB angenommen werden kann, daf bei dieser Saurekonzentration 
die Granula ebenso wie das umgebende Fibrin zur Quellung gebrachit 
worden waren. Diese Annahme erscheint um so eher begriindet, als bei 
33proz. Salzsiure, bei welcher das Fibrin schrumpft, die Granula selbst 
sichtbar bleiben. Diese Beobachtungen wiirden also zeigen, daB die 
eosinophilen Granula im frischen Zustande ziemlich empfindlich gegen 
Sduren und auch gegen Alkali nicht ganz unempfindlich sind, da aber 
dieselben Granula um so resistenter werden, je langer sie unter kiinstlichen 
Bedingungen, d.h. auBerhalb des Kérpers, aufbewahrt werden. 


1) Diese Zeitschr. 148, 524, 1924. 
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Ich hatte aus verschiedenen Griinden ein Interesse, méglichst einwand- 
freie und fein disperse Lésungen zu erhalten, vor allem solche, die auch zu 
Injektionen im Tierversuch verwendbar waren, d.h. nicht in einem das 
physiologische Verhaltnis tiberschreitenden MaBe alkalisch oder sauer 
sein durften. Diese Bemiihungen stieBen auf unerwartete Schwierigkeiten. 
Es stellte sich namlich heraus, daB die eosinophile Substanz, wie bereits 
oben angedeutet, unter gewissen Umstanden einfach unléslich erschien, 
und zwar nicht nur die getrocknete, auch die wasserfeuchte Substanz erwies 
sich als resistent gegen die starksten Reagenzien (H,SO,, HCl, NaOH, 
KOH usw. in konzentriertem Zustande). Es spaltete sich zwar beim Kochen 
mit Natronlauge eine aromatische, leicht nach bitteren Mandeln riechende 
Substanz ab, eine Lésung aber wurde kaum erzielt, soweit man bei diesen 
starken Séuren und Laugen iiberhaupt von Lésung und nicht eher von 
Zerstérung sprechen darf. So muBte einmal die Substanz tagelang in 
konzentrierter Schwefelsiure gekocht werden, bevor sie (zur Stickstoff- 
bestimmung) verbrannt war! Die nach der zweiten Modifikation dargestellte, 
also nicht gewasserte Substanz zeigte nun in gewisser Beziehung ein anderes 
Verhalten. Zwar war auch hier eine ziemlich starke Resistenz gegen Siéure 
vorhanden, aber nicht mehr gegen Alkali. Es geniigte jetzt schon ganz 
kurzes Kochen in 10proz. Natronlauge, um eine sehr konzentrierte, dunkel- 
rotgriine Lésung zu erzielen. Bei diesen Priparaten aus der Darstellung 
nach der zweiten Modifikation haben wir, wie bereits in der ersten Mitteilung 
erwahnt, eine intensiv gefarbte Substanz vor uns, die mikroskopisch einwands- 
frei als Anhaéufung von eosinophilen Granula zu erkennen ist. Ich muBte an- 
nehmen, daB bei der ersten Modifikation der Darstellung durch das lang- 
dauernde Wassern eine farbstoffhaltige Substanz entfernt worden war, 
die an sich wasserléslich ist. Sei es nun, daB durch diese Wisserung und 
die nachfolgende Hydrolysierung die Granulasubstanz in hohem MaBe 
konsolidiert wird, als deren Ausdruck vielleicht die friiher erwihnten, als 
Quellungserscheinungen zu deutenden Biskuitformen anzusehen sind, oder 
da8 der Farbstoff selbst als Vehikel fiir die Lésungsmittel dient, jedenfalls 
ist es sicher, daB durch die Prozedur des Wisserns und des Hydrolysierens 
die Granulasubstanz in eine Form iibergefiihrt wird, die die starkste Resistenz 
gegen Séuren und Alkali zeigt. Auch bei der zweiten Modifikation der 
Darstellung haben wir eine hochgradige Resistenz gegen Séiuren zum Unter- 
schied von den relativ séureempfindlichen frischen Granulis. Es ist also 
anzunehmen, daB dieses Verhalten auf die Hydrolysierung zuriickzufiihren ist. 

Traubenzucker, Glycerin, Saponin und Natriumoleat blieben ohne 
Einflu8. Auch mit Salzlésungen verschiedener Konzentration konnte ich 
keine tiberzeugende Einwirkung auf die Léslichkeit erzielen. Diese und 
auch die folgenden Angaben beziehen sich, falls nicht ausdriicklich erwahnt, 
auf die Granula des Pferdes. Die menschlichen eosinophilen Granula ver- 
halten sich anscheinend ahnlich. Vor allem konnte ich bei einer Patientin 
mit starker Bluteosinophilie (30 proz.) aus 100 ccm Citratblut durch Ein- 
wirkung von Iproz. Natronlauge gerade geniigend eosinophile Substanz 
erhalten, um zu konstatieren, daB die hydrolysierten Granula dieselbe 
hochgradige Resistenz gegen konzentrierte Siiuren zeigen wie die Granula 
des Pferdes. 

Die Granulasubstanz ist aber, und zwar in beiden Modifikationen der 
Dauerstellung, in der farbstoffhaltigen schon in der Kilte, in der farblosen 
Form bei leichtem Erwirmen in schwach saurem oder alkalischem Alkohol 
— nicht aber in neutralem Alkohol und auch nicht in Chloroform und 
Ather. 
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Diese Befunde zeigen, daB die eosinophile Substanz in ihren Léslich 
keitsverhaltnissen sehr von den duBeren Bedingungen abhiingt. An sich 
gegen Sauren ziemlich empfindlich, scheint schon das Stehenlassen an der 
Luft zu geniigen, um eine Steigerung der Resistenz zu bewirken. Es kénnen 
in dieser Beziehung die seinerzeitigen Angaben von Liebreich (7) vollkommen 
bestatigt werden. Jedenfalls ist es nicht richtig, wenn man die tatsichlich 
vorhandene Resistenz der eosinophilen Granula nach ihrer Entnahme aus 
dem Ké6rper auch fiir die Verhiltnisse in vivo als gegeben voraussetzt. 
Ich kenne z. B, Asthmasputa, bei denen die urspriinglich reichlich vor- 
handenen eosinophilen Granula schon nach wenigen Stunden spurlos ver- 
schwunden waren. Schon dies spricht fiir die Méglichkeit, daB es auch 
im Organismus selbst zur Lésung der Granula kommen kann. Unter welchen 
Umstanden dies geschieht, bleibt vorderhand unklar, um so mehr, da wir 
ja nicht einmal iiber den normalen Untergang der eosinophilen Granula 
etwas Sicheres wissen. Sicher ist aber, daB die eosinophilen Granula in 
der gebrauchlichen Tiirkschen Zahlfliissigkeit fiir weiBe Blutkérperchen 
in frischem Zustande gelést werden. Die eigenen Befunde iiber die Léslichkeit 
in schwachen Séuren decken sich in dieser Hinsicht mit den Angaben 
anderer Autoren [Naegeli (10), Sahli (13), Loele(8) und Liebreich (7)). 
Liebreich hat das Vorkommen von sogenannten a’-Granula beim Menschen 
beschrieben, die gegen ¥proz. Essigsiiure resistent sind, welche Befunde 
von Naegeli bestatigt werden. Ich méchte hier nur ganz kurz bemerken 
daB ich beim Pferde keine analogen Formen gefunden habe, mich aber 
andererseits von der Exisvenz dieser freilich sehr spiarlichen a’-Granula 
beim Menschen iiberzeugen konnte, die besonders im Nativpraparat durch 
ihr differentes Lichtbrechungsvermégen auffallen. 


B. Firbung. 


Es ist bekannt, daB die nicht ausgereiften eosinophilen Granula bei 
der Farbung mit Methylenblau-Eosin eine basische Komponente aufweisen. 
Aber auch die ausgereiften eosinophilen Granula zeigen nicht selten eine 
deutliche Basophilie. Nach Arnold (1) kame in diesen Fallen die Méglichkeit 
einer regressiven Metamorphose der Granula einerseits, die Folgeerscheinung 
von Stoffwechselvorgingen andererseits als Ursache der Farbvariationen 
in Betracht. Nach den eigenen Beobachtungen scheint diese Basophilie 
der ausgereiften Granula unter Umstinden von dem Medium abhingig 
zu sein, in welchem sie sich befinden. Ist namlich das Medium alkalisch, 
so erhalt man nicht selten eine sehr deutliche Basophilie derselben Granula. 
die im sauren Medium stark eosinophil sind. Dieser Umschlag in der Far!- 
reaktion, der besonders bei den nach der zweiten Modifikation dargestellten 
Granulis sehr deutlich werden kann, ist auch makroskopisch leicht erkennbar. 
Wir haben bei alkalischer Reaktion eine griine Farbe, die bei saurer 
Reaktion rot wird. Wir kénnen daher annehmen, da diese Anderung 
in der Farbbarkeit eine Eigenschaft des den eosinophilen Granulis eben 
bei der zweiten Modifikation der Darstellung anhaftenden Farbstoffs ist. 


C. Eisengehalt. 


Petry (11) hatte seinerzeit auf Grund seiner Untersuchungen am 
Knochenmark des Pferdes folgende Schliisse gezogen. Es finden sich dase]bst 
eigentiimliche rote Kérnerkugeln, die zuerst von Semmer (14) beschrieben 
wurden, eine deutliche Eisenreaktion (Berliner Blau) geben, aber nicht 
eosinophil, sondern basophil sind. Er faBt diese Formen als Schrumpfungen 
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der eosinophilen Granula auf, die durch starken Gehalt an jonisiertem 
Eisen ausgezeichnet sind. Analytische Untersuchungen in drei Knochenmark- 
praparaten ergaben einen Eisengehalt von | bis 3 Proz., der also jenen des 
Hamoglobins tibersteigt. Mikroskopisch konnte das Vorhandensein deutlicher 
Ubergangsformen von den echten eosinophilen Granulis zu den roten 
Kérnerkugeln konstatiert werden. Auch zeigten die echten eosinophilen 
Granula eine, wenngleich sehr schwache Berliner-Blau-Reaktion. Petry 
meint also, daB das Eisen einen integrierenden Bestandteil der eosinophilen 
Substanz bildet, aber daB nicht das Hamoglobin als Ursache dieses Eisen - 
gehaltes anzusprechen sei, da dieses in keiner Art nachzuweisen war. Auch 
in den eosinophilen Leucocyten des Blutes war bisweilen eine, wenngleich 
sehr schwache Berliner-Blau-Reaktion zu sehen. Freilich hat Petry selbst 
diesen Befund als nicht konstant erkléren miissen und auch die Literatur 
gibt keine eindeutigen Resultate: Przeworsky (12) und Barker (4) sprechen 
sich im bejahenden Sinne aus, wahrend Askanazy (3) kein Eisen finden 
konnte. 


Ich selbst habe in den nach der ersten Modifikation behandelten Granulis 
niemals weder durch die Berliner-Blau-Probe noch mit Rhodanammonium 
Eisen nacltweisen kénnen. Selbstverstaéndlich auch nicht in der Asche. 
Auch bei den menschlichen Granulis habe ich nichts von einer Eisenreaktion 
gesehen. In der nach Modifikation II behandelten Substanz war aber 
Eisen regelm&Big vorhanden, so daB der Verdacht auftauchte, ob dieser 
Eisengehalt nicht eher auf den Farbstoff der Substanz als auf diese zuriick- 
zufiihren sei. 


D. Der Farbstoff. 


Vor allem sei daran erinnert, daB die eosinophilen Granula des Blutes 
und des Knochenmarkes sowohl beim Menschen als auch bei den Tieren 
eine in jedem Nativpraparat erkennbare eigentiimliche griine Eigenfarbe 
besitzen. Nun konnte ich bei der Modifikation II der Darstellung durch 
die spektroskopische Untersuchung auf salzsaures Himatin und Cyan- 
hamochromogen auch einen nicht unbetrichtlichen Gehalt an Himoglobin 
nachweisen, trotzdem im mikroskopischen Praparat nichts von iibrig- 
gebliebenen Erythrocyten und kaum irgendwelche Hamoglobinschollen 
zu sehen waren. Immerhin glaube ich aus quantitativen Abschitzungen 
und Vergleichung der Verdiinnungen der eosinophilen Substanz und kon- 
zentrierter alkalischer Erythrocytenlésungen den Schlu8 ziehen zu diirfen, 
daB der Himoglobingehalt doch zu gering ist, um als eigentlicher, vor allem 
fiir die Peroxydasereaktion maSgebender Bestandteil der Granulasubstanz 
angesprochen zu werden, wie Tabelle I zeigt. 


Tabelle I. 


Verhaltnis der Cy-Hamochromogenprobe zur Benzidinreaktion. 





Alkalische Verdiinnung 10 x 40 » 80 x 160 320 > 640 > 
Erythrocyten- | Farbe . . .| rubinrot —» abnehmend —> __ gelblich  farblos 
losung Benzidin. . +++ +++ {/++4] +4 + — 


& 2cca) Cy-Hamochr Tv + + + in Spuren _— 

Alkalische ,/ Verdiinnung 2 x 4x 8 x | 16» 32 » 64 

eens Se Farbe . . . | braungriinl. —» abnehmend — gelb = gelblich  farblos 
Benzidin. .. +++ fied ebb 1 , 
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Bei der Erythrocytenlésung verlaufen Benzidin und Cy-Him 
chromogen fast parallel; bei der Lésung der eosinophilen Substanz ver. 
schwindet der Cy-Hiaimochromogen-Absorptionsstreifen, wahrend dic 
Benzidinprobe noch lange nachweisbar ist. 

Es war zunachst daran zu denken, daB bei der Modifikation II das 
Hamoglobin nur unvollstandig entfernt worden war, indem es nicht durch 
Wassern, sondern lediglich durch Einwirkung von salzsaurem Alkoho! 


(im Verhaltnis Normalsalzsiture zu 95proz. Alkohol aa) durch Kochen 
behandelt worden war. Stark alkoholische Lésungen durften nicht an. 
gewendet werden, da sich sonst die eosinophilen Granula selbst darin gelist 
hitten. Wurde nun diese himoglobin- und eisenhaltige Substanz weiter 
mit Essigsiure und Ather behandelt, so konnte noch eine groBe Menge des 
Farbstoffs entfernt werden, vorausgesetzt, daB die Substanz in = kon- 
zentrierter Essigsiure wiederholt gekocht wurde. Diese immerhin nicht 
leichte Abtrennbarkeit des Hiaimoglobins von der Granulasubstanz wiirde 
dafiir sprechen, da®B dieses ziemlich fest an die hydrolysierten Granula 
gebunden worden war. Noch ein Umstand spricht fiir diese Annahme 
einer chemischen Beziehung des Himoglobins zur eosinophilen Substanz. 
Es verhalten sich naémlich die oben erwahnten Hiimoglobinproben ganz 
anders als die Kontrollen. Wahrend diese sowohl bei der Probe auf salzsaures 
Hiamatin als auf Cyanhaimochromogen noch nach Monaten unverindert 
bleiben, fallt in den aus den eosinophilen Granulis hergestellten Proben 
auf Cyanhimochromogen schon nach 2 bis 3 Wochen ein rotbrauner Nieder- 
schlag aus, gleichzeitig entfarbt sich die Fliissigkeit und verliert ihre Ab- 
sorptionsstreifen. Ebenso fallt aus der salzsauren alkoholischen Lésung 
der eosinophilen Granula nach einiger Zeit ein ziemlich dichter Nieder- 
schlag bei gleichzeitiger Entfarbung der urspriinglich rot gewesenen Lisung 
aus, wobei der Absorptionsstreifen in Rot verschwindet. Es scheint also das 
Hiamoglobin zwar an sich kein charakteristischer Bestandteil der eosino- 
philen Substanz zu sein, aber die Eigenschaft zu haben, unter gewissen 
Umstanden in ziemlich festen Kontakt mit ihr zu treten. Auch die unter B 
erwahnte Farbungsreaktion der eosinophilen Substanz spricht fiir diese 
Annahme, ebenso die Indikatoreigenschaften, die verschwinden, wenn 
man das Hamoglobin mit Essigsiure und Ather extrahiert. Der Farbsto/; 
der eosinophilen Substanz bei der Darstellung nach Modifikation II diirfte 
also in seinem gréBten Anteil auf die Anwesenheit von alkalischem bzw. 
saurem Hdmatin zuriickzufiihren sein. Zum gréBten Anteil (!), da auch die 
nach Méglichkeit von Hdmoglobin befreite Substanz eine leicht griinliche 
bis briunliche Zigenfarbe zeigt. Die aus dem Knochenmark nach den Angaben 
von Petry dargestellten Granula sind gelblichbraun verfirbt. Ich kann 
bestatigen, daB sie kein Hamoglobin, dabei aber reichlich Eisen enthalten. 
Auch seine Darlegungen iiber die roten Kérnerkugeln stimmen mit den 
eigenen Nachpriifungen iiberein. Diese Kérnerkugeln geben intensivste 
Berliner-Blau-Reaktion. Petry hatte sie als geschrumpfte Modifikation 
der eigentlichen eosinophilen Granula aufgefaBt und seinerzeit eine eigene 
Arbeit iiber dieses Thema angekiindigt. Diese Arbeit ist, wie der Verfasser 
mir mitzuteilen so liebenswiirdig war, niemals erschienen, hauptsachlich 
deswegen, weil bereits von Marwedel (9) analoge Befunde (am Kaninchen) 
veréffentlicht worden waren. Nach Petry (persénliche Mitteilung) findet 
man die Ubergangsbilder zwischen den Kérnerkugeln und den eosinophilen 
Granulis am besten im Mark der kurzen Knochen. Mir selbst ist es aber 
auch gelungen, aus dem mit Trypsin und Natriumcarbonat behandelten 
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Mark von langen Réhrenknochen entsprechende Bilder zu erhalten, die 
sehr deutlich alle Ubergiinge der eosinophilen Granula zu den roten Kérner- 
kugeln zeigen. 

Durch die eigenen Untersuchungen ist also die Frage des Eisengehalts 
scheinbar noch komplizierter geworden, denn wir haben nicht weniger als 
drei Varianten vor uns: 


a) eosinophile Granula aus dem Blute ohne Eisengehalt, 


b) eosinophile Granula aus dem Knochenmark mit sicherem Eisengehalt 
ohne Hadmoglobin, 


c) eosinophile Granula aus dem Blute mit positiver Hadmoglobinreaktion 
und entsprechendem Eisengehalt, wobei gewisse Anhaltspunkte dafiir vor- 
handen sind, daB das Hamoglobin in diesen Fallen an die eosinophile Sub- 
stanz ziemlich fest gekettet sein diirfte. Oder mit anderen Worten, daB 
eine gewisse chemische Affinitdt zwischen der eosinophilen Substanz und 
dem Hdmoglobin besteht. 


E. Der Eiwei8charakter. 


Dieser ist bis jetzt allgemein als ziemlich sicher angenommen worden, 
besonders seit den Untersuchungen von Petry, der einen Stickstoffgehalt 
von 12 bis 15 Proz. feststellen konnte bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
1,7 Proz. Schwefel, aber bei Fehlen von Phosphor. Auch berichtet er iiber 
positive EiweiBreaktionen, vor allem mit dem Millonschen Reagens. Die 
Millonprobe ist in erster Linie eine Reaktion auf Phenylpropionsiuren, 
als deren wichtigster Vertreter das Tyrosin gilt. Sie konnte auch von mir 
konstatiert werden; die mikroskopische Untersuchung ergab, daB die 
Granula selbst intensiv braunrot verfirbt wurden, und zwar besonders 
deutlich in den aus dem Knochenmark nach der Petryschen Methode 
gewonnenen Priparaten. In den eigenen, mit Natronlauge aus dem Fibrin 
dargestellten Priparaten aber nur unter gewissen, spiiter zu erérternden 
Bedingungen. Die iibrigen Eiwei8proben (Biuret, Ammonsulfat, Essigsiure- 
Ferrocyankalium und Xanthoprotein) waren stets negativ, nicht hingegen 
in der hydrolysierten Substanz die Priifung mit Phosphorwolframsiure, 
die einen intensiven Niederschlag ergab. Bei dieser Gelegenheit mu8 auf 
eine Differenz zwischen den Petryschen und den eigenen Angaben verwiesen 
werden, die besonders deutlich auf 8. 97 seiner Arbeit hervortritt. Petry 
hat nimlich alkalische Lésungen gewonnen, dieselben neutralisiert, von dem 
hierbei entstehenden Niederschlag abfiltriert und das Filtrat zu weiteren 
Untersuchungen verwendet. Nach den eigenen Erfahrungen wird aber 
bei der Neutralisierung einer alkalischen Lésung der eosinophilen Substanz 
gerade diese ausgefallt! Ausdriicklich sei bemerkt, daB diese Richtigstellung 
nur sekundiire Fragen der Petryschen Arbeit beriihrt, von deren Zuverlassig- 
keit ich mich ja selbst am besten iiberzeugen konnte. Ich habe iibrigens 
beide Fraktionen, sowohl den Niederschlag als das Filtrat, untersucht und 
in keiner von beiden besondere EiweiBreaktionen gefunden. 


Der Stickstoffwert der eosinophilen Substanz betriigt 12 bis 13 Proz. 
bei der Darstellung nach Modifikation II. Wenn aber dieselbe Substanz 
lange dialysiert wird, wobei sie noch durchaus ihren granuliren Charakter 
beibehalt, oder wenn von vornherein die nach der ersten Modifikation dar- 
gestellte Substanz zur Untersuchung genommen wurde, so ist nur ein sehr 
geringer Stickstoffgehalt nachweisbar, der in den einzelnen Priparaten 
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zwischen 0,4 bis 1 Proz. schwankte'). Dabei war die Substanz noc) 
eosinophil und intensiv benzidinpositiv, ja sogar (bei der Darstellung nach 
Modifikation II) noch durchaus in ihrer urspriinglichen granuliéren Form 
erhalten. Die Starke der Millonreaktion scheint mit dem jeweiligen Stick- 
stoffgehalt der eosinophilen Substanz parallel zu gehen. 

Wir kénnen also mit Sicherheit annehmen, daB die eigentliche eosinophil 
Substanz, d. h. jener Anteil, der fiir ihre granulire Form, fiir ihre Eosinophilic 
und fiir ihre oxydativen Eigenschaften entscheidend ist, keinen Eiweif.- 
kérper darstellt. Denn der geringe, noch immer nachweisbare Stickstoff- 
gehalt kann ganz gut auf Verunreinigung zuriickgefiihrt werden, wie vor 
allem auf Fibrinreste, die trotz sorgfiltigster MaBnahmen nicht hatten 
entfernt werden kénnen. Nichtsdestoweniger mu8 aber auch, und zwar 
sowohl auf Grund der Alteren Untersuchungen besonders von Petry, wie 
auch auf Grund der eigenen Ergebnisse mit allergré8ter Wahrscheinlichkeit 
angenommen werden, da8 die eosinophilen Granula im Blute und Knochen- 
mark doch Eiwei8charakter besitzen. 


F. Die oxydativen Fihigkeiten. 


Wir haben soeben gezeigt, da® der fiir die Peroxydase maBgebende 
Anteil der eosinophilen Granula kein EiweiBkérper sein diirfte. Dieser 
Befund hat um so gréBeres Interesse, als auch die von Jacobi (6) aus der 
Rinderleber dargestellte Salicylase und die von Chodat und Bach (5) aus 
dem Meerrettig gewonnene Peroxydase keine EiweiSreaktionen geben. 
Es muB8 einer eingehenden chemischen Untersuchung vorbehalten bleiben, 
weitere Aufklarungen iiber die Natur unserer Peroxydase zu geben. Hier 
miéchte ich nur einige allgemeine Beobachtungen verzeichnen. Unbestritten 
ist, daB die eosinophilen Granula eine starke Oxydase darstellen. Ich kann 
die Angaben von Loele (8) iiber die leichte Zerstérbarkeit der Oxydase 
durch die Einwirkung von stirkeren Saéuren (aber nicht von 0,33 proz. 
Salzsiure) oder Alkali bestiitigen. Bei der Petryschen Darstellung mit 
Trypsin wird hingegen auch durch die nachherige Behandlung mit Natron- 
carbonat die Oxydase nicht zerstért. Die roten Kérnerkugeln sind oxydase- 
negativ. Die Peroxydase der eosinophilen Granula scheint eine sehr 
resistente Modifikation der ursprimglichen Oxydase zu sein. Sie ist ein 
treuer Begleiter simtlicher Proben, selbst starkstes Alkali verindert sie 
kaum, auch bei Saéurebehandlung habe ich sie in der Regel stets finden 
kénnen; nur unter gewissen, bis jetzt noch nicht geklirten Umstiinden 
konnte ich nach Behandlung von Fibrin mit warmer Salzséure und Alkoho! 
ein Verschwinden der Peroxydase feststellen. Praktisch genommen, kann 
man sagen, daB im Pferdeblutfibrin nach entsprechender Wiisserung und 
damit verbundener Entfernung des Himoglobins der Erythrocyten als 
einziger peroxydase-positiver Bestandteil nur die eosinophile Granula- 
substanz zuriickbleibt. Dies ersieht man besonders eindrucksvoll dann, wenn 
nach der Zentrifugierung der rein weiBen, alkalischen Fibrinlésung nur das 
Sediment eine (sehr intensive) Benzidin- und Guajakprobe gibt, wihrend 
die iiberstehende Fliissigkeit keine Spur von Benzidinreaktion aufweist. 


1) Die quantitativen Bestimmungen wurden unter der Aufsicht von 
Herrn Prof. #. Freund durchgefiihrt, dem ich bei dieser Gelegenheit dafiir. 
sowie auch fiir das Interesse und die Unterstiitzung, die er mir bei den in 
seinem Institut angestellten Untersuchungen erwiesen hat, meinen warmsten 
Dank ausspreche! 
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Es kénnte méglich sein, da8B man durch die Benutzung der Benzidin 
reaktion als Wegweiser auch auf andere Art als durch Hydrolysierung zu 
einer Isolierung der eosinophilen Substanz gelangt. Es ist mir wenigstens 
gelungen, durch Behandlung mit 3,3proz. Salzsiure das Fibrin in einen 
benzidinpositiven und -negativen Anteil zu trennen. Jedoch mu8 das an- 
gesduerte Fibrin einige Zeit erwarmt werden, denn wenn man das lediglich 
mit kalter Salzsiure behandelte Fibrin noch so sorgfaltig zerkleinert, z. B. 
mit Seesand, so ist das unter Uberdruck gewonnene Filtrat bei reichlichem 
EiweiBgehalt benzidinnegativ. Die ganze Peroxydase ist im Riickstand 
verblieben. Wird hingegen durch das Erwiirmen das Fibrin verfliissigt, 
rasch Wasser hinzugesetzt und dann durch ein Faltenfilter filtriert, so geht 
die Peroxydase in das Filtrat. Interessant ist, daB in diesem mikroskopisch 
keine Spur von Granulis mehr enthaltenden Filtrat die Peroxydase noch 
eine ziemliche MolekulargréBe haben muB, denn beim Beschicken desselben 
durch ein bakteriendichtes Filter ist das Filtrat benzidinnegativ, der Riick- 
stand aber positiv. Auch Versuche, unter Ausnutzung der friiher erwaihnten 
Léslichkeit der eosinophilen Substanz in schwach-saurem oder -alkalischem 
Alkohol zu einer Isolierung der Peroxydase zu gelangen, erscheinen mir 
wenigstens nach den bisherigen Ergebnissen nicht ganz aussichtslos zu sein. 


G. SchluBfolgerungen. 


Am wichtigsten erscheint die Feststellung, daB die eigentliche, 
auch morphologisch maBgebende eosinophile Substanz kein Hiweif- 
kérper ist. Andererseits laBt ihre Oxydase- bzw. Peroxydasenatur an 
die Méglichkeit denken, da8 die Substanz der eosinophilen Granula 
in der Lage ist, Stoffe verschiedenster Art, darunter auch EiweiBstoffe 
in sich aufzunehmen. Der hohe Stickstoffgehalt der nicht mit eingreifen- 
deren Methoden behandelten Granula bei gleichzeitiger positiver in 
ihnen mikroskopisch sichtbar werdender Millonreaktion spricht fiir diese 
Annahme. Wir sehen weiter, daB die wechselnde Eisenreaktion durchaus 
glaubwirdig erscheint, wenn wir uns eben vorstellen, daB unter den 
verschiedensten Bedingungen die eosinophile Substanz sich mit den ver- 
schiedensten Stoffen beladen kann. Wir brauchen uns ja nur an die seit 
langem vermuteten Zusammenhinge der eosinophilen Leucocyten mit 
dem Eindringen von kérperfremdem Eiwei8 zu erinnern. Selbst die 
alte Weidenreichsche Theorie (15) kénnte in gewisser Beziehung ihre 
Auferstehung feiern, denn ich wiirde mich gar nicht wundern nach dem, 
was ich selbst beziiglich der méglichen Affinitaét des Hamoglobins zur 
eosinophilen Substanz angeben konnte, daB bei der Injektion von art- 
fremden Erythrocyten die an den Ort des Eingriffs zuwandernden 
eosinophilen Zellen sich in ihren Granulis mit Hamoglobin beladen. 
Die alten Befunde von Arnold (2) tiber den wechselnden Gehalt der 
eosinophilen Granula an Fett und Glykogen (Versuche mit in Olsiure 
getrankten Hollundermarkplattchen ergaben bekanntlich eine intensive 
Fettreaktion der eosinophilen Granula beim Frosch) erfahren eine neue 
Stiitze. Wir miissen uns vorstellen, daB die an sich bestimmt spezifi- 
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schen eosinophilen Granula die Eigenschaft haben, besonders wahr- 
scheinlich auf Grund ihres hohen oxydativen Vermégens sich mit den 
verschiedensten Stoffen, sei es zum Zu- oder Abtransport in die Gewebe 
zu beladen. Funktionell wire ihre Stellung vielleicht den Erythrocyten 
mit ihrer Beteiligung an der Kohlensiure- und Sauerstoffaufnahme 
und -abgabe in die Gewebe sehr ahnlich. Andererseits aber wiirden 
auch gewisse Beziehungen zu den Aufgaben der iibrigen weiBen Blut- 
kérperchen notgedrungen anzunehmen sein. 

Auch die Méglichkeit einer echten sekretorischen Funktion der 
eosinophilen Granula, die ja seinerzeit besonders von Ehrlich angenommen 
wurde, erscheint prinzipiell nicht ausgeschlossen. In dieser Beziehung 
war eine nicht zu umgehende Schwierigkeit die allgemeine Vorstellung von 
der schweren Léslichkeit der Granula. Nachdem wir aber jetzt wissen, 
wie ich besonders unter A zeigen konnte, dal die Léslichkeitsverhiltnisse 
in vitro keineswegs denen in vivo entsprechen, bietet die Vorstellung, 
daB die eosinophilen Granula als Sekretsubstanz selbst zu bestimmten. 
uns freilich bis jetzt-noch unbekannten Zwecken in léslicher Form in 
die umgebenden Medien eintreten kénnten, keine besonderen Schwierig- 
keiten mehr. 
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Vermag das Insulin die assimilatorische oder dissimilatorische 
Tiatigkeit mit Luft geschiittelter Hefe zu beeinflussen? 
(Ein Beitrag zur Frage der Spezifizitét der Insulinwirkung.) 


Von 
Otto Fiirth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitiats- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 2, Juli 1924.) 


Im AnschluB an Versuche, die von mir und meinen Mitarbeitern 
im Verlaufe der letzten Jahre in der Absicht ausgefiihrt worden sind, 
einigen den Mechanismus des Kohlehydratabbaues und -aufbaues durch 
die lebende Zelle betreffenden Problemen durch Studien an sauerstoff- 
geschiittelter Hefe niher zu kommen, ergab sich die naheliegende Frage, 
ob das Insulin, welches ja den Kohlehydratstoffwechsel der tierischen 
Zellen so machtig beeinfluBt, etwa auch imstande sei, auf die assimila- 
torischen und dissimilatorischen Vorginge in der Hefezelle irgend einen 
merklichen Einflu8 auszuiiben. 

Die Methodik dieser Versuche, itiber die ich hier in aller Kirze 
berichten méchte, war im wesentlichen die gleiche, die von mir') ge- 
meinsam mit F. Lieben*) und spiiter von dem letztgenannten sowie 
von H. Lundin in diesem Laboratorium angewandt worden ist: Zwei 
Portionen derselben Hefesuspension mit oder ohne Zuckerzusatz wurden 
in Schiittelkolben geschiittelt; die entweichende Kohlensiure wurde 
in drei mit n/5 Barytlésung beschickten Vorlagen abgefangen und 
titrimetrisch mit Phenolphthalein bestimmt. In den einen Kolben 
wurde Insulin eingebracht, und der andere diente als Kontrolle. Unter 
Umstinden wurde auch der Zuckerverbrauch (titrimetrisch nach 
Bertrand) beobachtet. 

Das fiir die Versuche erforderliche Jnsulin (Iletin-Insulin) verdanken 
wir dem freundlichen Entgegenkommen der Fabrik Eli Lilly and 
Company, Indianopelis, U. 8. A., und méchte ich es nicht unterlassen, 
der genannten Firma an dieser Stelle meinen Dank auszusprechen. 


1) O. Fiirth und F.. Lieben, diese Zeitschr. 128, 158, 1922; 182, 165, 1922. 
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Dasselbe Priparat hat sich bei der Ausprobung im Tierversuch als 
vollwirksam erwiesen. 
1. Versuch. 
Hefe mit Wasser bei Insulinzusatz unter Luftdurchleitung geschiittelt. 
Zwei Schiittelkolben mit je 50 g PreBhefe und 500 ccm Leitungswasser. 
A versetzt mit 1 cem = 20 Einheiten Lletin-Insulin, B ohne Zusatz. Drei 
Vorlagen mit Barytwasser hinter jeden Kolben enthaltend 500, 200 und 


100 cem n/5 Barytwasser. 
Die CO,-Produktion betrug (Luftdurchleitung und Schiittlung): 











A (mit Insulin) Bohne Insulin) 


0,268 g 0,196 g 
0,385 0,334 
0,765 | 0,778 


Nach 11% Stunden . . | 
Sh ee 

Also kein zweifelloser Unterschied; anfangs hatte A allerdings 
einen Vorsprung, der nach 3 Stunden etwa 15 Proz. betragen hat, 
im weiteren Verlauf des Versuchs aber vollkommen ausgeglichen 


worden ist. 


2. Versuch. 
Hefe mit Wasser bei Insulinzusatz unter Lujftdurchleitung geschiittelt. 
Wiederholung des vorigen Versuchs, jedoch mit der Abweichung, 
daB die doppelte Insulinmenge zur Anwendung gelangt ist (2 cem [letin- 
Insulin = 40 Einheiten). 
Die CO,-Produktion bei Durchleitung eines lebhaften Luftstroms und 
Schiittlung betrug: 





A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach 1% Stunden. . 0,218 0,231 
ee a ‘ 0,392 0,383 
em i 0,691 0,623 
a, ae 0,880 


Das Plus zugunsten des Insulinkolbens betrug nach 6 Stunden 


10,6 Proz., nach 94% Stunden 13,1 Proz., doch erschien mir auch diese 
Dijferenz als zu klein, um den Versuch als positiv gelten zu lassen. 


3. Versuch. 
Heje unter Zusatz von relativ wenig Dextrose und von Insulin mit Luft geschiittel!. 
Zwei Schiittelkolben mit je 50 g Hefe und 500 cem 0,94proz. Dextrose- 
lésung zu A 2cem Iletin-Insulin (= 40 Einheiten); B ohne Zusatz. 
Die CO,-Entwicklung nach Luftschiitthing betrug: 


A (mit Insulinzusatz) | B (ohne Insulinzusatz) 

















1,738 


> eg ae 1.751 
2.288 


3% 
o "SR >» oe | 2,222 


Nach % Stunden . . | 1,375 | 1,360 
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Das Plus zugunsten der Insulinprobe betrug schlieBlich nur 3 Proz. 
Der Versuch war also negativ. 

Die Untersuchung einer Probe ergab bereits nach 34 Stunden 
das véllige Verschwinden des urspriinglich vorhandenen Zuckers (4,70 g 
Dextrose). Diese Zuckermenge hatte bei Vergirung nach der klassischen 
Girungsgleichung (C,H,,0, = 2CO, + 2C,H,.OH; 2:4,70 = 88 
: 180, 2 = 2,30) 2,30 g CO, liefern sollen. Fast genau dieselbe Kohlen- 
siuremenge ist auch tatsichlich sowohl in der Probe mit Insulinzusatz, 
als auch in jener ohne Insulinzusatz zum Vorschein gekommen. 


4. Versuch. 
Hefe unter Zusatz von relativ viel Dextrose und von Insulin mit Lujt geschiittelt. 


Versuchsanordnung entsprechend Versuch 3; jedoch die Hefemenge 
auf die Halfte reduziert, die Zuckermenge auf das Fiinffache gesteigert, 
derart, daB die Zuckermenge im Verhiltnis zur Hefemenge etwa die zehn- 
fache war. 

Zwei Kolben mit je 25g frischer PreBhefe und 500 cem 4,55proz. 
Dextrose (Doppelbestimmungen nach Bertrand/) angesetzt: A mit 2 ccm 
= 40 Einheiten) [letin-Insulin, B ohne Zusatz. 

Die CO,-Entwicklung nach Luftschiittlung ergab: 





A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach 2 Stunden... 2,287gCO, 2,255¢CO, 
a ins o- - (440 , | 4231 =, 


(Selbstverstindlich miissen bei derartigen Versuchen die die beiden 
Schiittelkolben passierenden lebhaften Luftstréme derartig reguliert werden, 
daB8 sie durchaus gleichmaBig sind. Auch muB8 fiir einen eventuellen recht- 
zeitigen Wechsel des Barytwassers in den Vorlagen Sorge getragen werden. ) 

Auch hier ist das Plus zugunsten der Insulinprobe viel zu gering 
(614 Proz. nach 41, stiindiger Versuchsdauer), wm ihm fiir die physio- 
logische Deutung ein Gewicht beilegen zu kénnen. 

Die durch Bertrandbestimmungen ermittelte Zuckerabnahme betrug 
fir je leem der Suspension [die Proben') wurden itiber Kieselgur 
durch trockene Faltenfilter filtriert]: 





A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach % Stunde .. 0,012g Dextrose 0,009 g 
» 8% * - « | 0,086 i 0,033 


5. Versuch. 
Hejfe unter Zusatz von Ldvulose und Insulin mit Luft geschiitielt. 
Zwei Schiittelkolben mit je 25g Hefe und 500 ccm einer 20,36 g Lavulose 
enthaltenden Lavuloselésung beschickt; A auBerdem mit 2ccm [letin- 
1) Um Probeentnahmen ohne C O,-Verluste zu erméglichen, wurden die 
Proben durch Aspiration vom Luftzuleitungsrohre aus, das in die Sus- 
pensionsfliissigkeit eintauchte, entnommen. 
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Insulin (= 40 Einheiten; ganz frische, soeben von der Fabrik eingetroffen, 
Sendung!). 

Die CO,-Produktion betrug nach Schiitthung unter Durchleitung ein«s 
lebhaften Luftstroms: 





A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach 1% Stunden . . | 1,472gCO, | 1,026gC0, 
J z . oe hls ae. 
i203 5 .. 161. | 5965 


Also am Schlu8 nur ein Plus von 2% Proz. zugunsten der Insulinprobe. 
Dem anfinglichen erheblichen Plus zugunsten der Insulinprobe kann 
schwerlich besonderer Wert beigelegt werden, da angesichts der kurzen 
Dauer dieser Versuchsphase die Uberfiihrung der CO, in die Vorlagen 
sicherlich noch keine vollstandige gewesen ist und da sich diese Differenz im 
Laufe der weiteren Versuchsphasen zum allergréBten Teile ausgeglichen hat. 

Die in den Proben enthaltene Ldvulosemenge (urspriinglich 20,36 g 
hatte abgenommen: 





A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach 3stiindiger Schiittlung um | _13,04g 12,70g 
¥, | 17,36 16,86 


” /4 - - " 


Das Plus zugunsten der Insulinprobe betrdgt hier etwa 3 Proz 
und ist demnach von der gleichen GréBenordnung wie das Plus an 
produzierter Kohlensaure. 

Auch dieser Versuch kann, objektiv betrachtet, nur als ein negativer 
gewertet werden. 

6. Versuch. 
Heje unter Zusatz eines groBen Ldvuloseiiberschusses und von Insulin mit 
Luft geschiittelt. 

Analoger Versuch, wie der vorige, mit dem Unterschiede jedoch, dai 
die Hefemenge auf ein Fiinftel reduziert worden ist. Zwei Schiittelkolben 
wurden mit je 5 g frischer PreBhefe und mit 500 ccm einer Lésung, enthaltend 
22 g Lavulose, beschickt. Der Kolben A wurde mit 2 ecm Insulin (= 40 Ein 
heiten) versetzt. 

Die CO,-Produktion bei Schiitthing unter Durchleitung eines lebhaften 
Luftstroms betrug: 





A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach 1% Stunden. .  0,297gCO, 0,287gC0O, 
» 4% . oe GEE.» Aree 





Die Zuckerabnahme (urspriinglich 22g Lavulose vorhanden) betric 


A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach % Stunde .. | 3,55 g Lavulose 3,55 g Lavulose 
| 3,77 
7 2 ” Y.@ 8 , - : 
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Die Zuckerabnahme war also bereits nach 144 Stunden zu einem 
Stillstande gelangt. Auffallend bei diesem Versuch war der Umstand, 
daB nicht jene CO,-Menge zum Vorschein gekommen ist, die bei der 
alkoholischen Vergirung des Zuckers hitte zum Vorschein kommen 
sollen (etwa 1,8g CO,), sondern weniger als die Hilfte dieses CO,- 
Quantums. Offenbar ist etwa die Halfte des Zuckers auf einem anderen 
Wege als den der alkoholischen Garung verarbeitet worden. 

In bezug auf die Insulinwirkung erscheint dieser Versuch eindeutig 
negativ. 

Zusammenfassend kénnen wir in bezug auf die im vorstehenden 
mitgeteilten Versuche sagen, daB sie keinerlei Anhaltspunkte fiir die 
Annahme der Beeinflussung assimilatorischer oder dissimilatorischer 
Vorgdnge in der Hefe (insoweit sich solche aus der CO,-Bildung und 
Zuckerzerstérung beurteilen lassen) durch das Insulin ergeben haben. 

Trotzdem kénnte eine solche Beeinflussung vielleicht noch immerhin 
vorhanden sein, die zwar nicht in der Menge verschwundenen Zuckers 
und gebildeter Kohlensiure, wohl aber in einer Verschiebung der 
Relation der in der Hefe jeweilig angehauften verschiedenen Formen 
polymerer Kohlehydrate zutage treten kénnte. 

Ich bin daher Herrn Josef Warkany sehr zu Dank verpflichtet, 
daB er, im Zusammenhang mit seinen in der anschlieBenden Arbeit 
mitgeteilten Versuchen iiber die Kohlehydrate der Hefe und unter 
Anwendung der von ihm geiibten Methodik, auch einige Versuche 
iiber Insulineinwirkung auf die Hefe ausgefiihrt und mir freundlichst 
zur Verfiigung gestellt hat. Dieselben beziehen sich auf den Gehalt 
der Hefe an Glykogen, Hefegummi und an einer bei der Hydrolyse 
auftretenden, stark (schon in der Kialte) reduzierenden Substanz unter 
und ohne Einwirkung von Insulin. In bezug auf die Methodik und 
deren Begriindung sei auf die anschlieBende Arbeit Warkanys ver- 
wiesen. 

7. Versuch (J. Warkany). 
Glykogenanhdufung in zuckergemdsteter, luftgeschiittelter Hefe mit und ohne 
Insulin. 

A. Native Hefe. 10g Hefe wurden mit 30ccm 60proz. Kalilauge 
3 Stunden lang auf dem Wasserbade erwirmt. Durch Zusatz von 200 cem 
Alkohol wurde das Gemenge von Glykogen und Hefegummi gefiiiv. Der 
abgetrennte Niederschlag wurde in heiBem Wasser gelést, mit 80 ccm 
Fehlingscher Lisung versetzt, wobei das Hefegummi als Kupferverbindung 
ausfiel. Es wurde auf 250 ccm in MeBkolben aufgefiillt. Die Hialfte der 
Fliissigkeit (entsprechend 5g Hefe) wurde vom Hefegummi abfiltriert, 
neutralisiert, mit Salzsiure auf einen Gehalt von 2,7 Proz. HCl gebracht, 
3 Stunden am Wasserbade hydrolysiert und der ermittelte Zuckerwert 
(Bertrand) als Glykogen in Rechnung gebracht. Es ergab sich so in der 
urspriinglichen Hefe ein Glykogengehalt von 2,8 Proz. 

Biochemische Zeitschrift Band 150. 18 
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B. Zuckergemiistete Hefe. 25g derselben Hefe wurden unter Luft. 
durchleitung mit einer 10g Dextrose enthaltenden Zuckerlésung 
12 Stunden lang geschiittelt, tiber Nacht stehengelassen, sodann 
analysiert. 

Die Analyse ergab nunmehr einen Glykogengehalt von 5,39 Proz. 

C. Parallelversuch, jedoch unter Zusatz von 2cem (= 40 Ein. 
heiten) Insulin, ergab einen Glykogengehalt von 5,32 Proz. 

Also auch hier hatte das Insulin nicht die mindeste Anderung herhe’- 
gefiihrt. 

8. Versuch (J. Warkany). 
Kohlehydratverteilung in zuckergemdsteter, lufigeschiittelter Hefe mit und 
ohne Insulin. 

A. 30g Hefe + 10g Dextrose + 300 ccm Wasser, 12 Stunden ge. 
schiittelt und iiber Nacht gestanden. — B, Ebensc, jedoch mit Zusatz von 
2cem (= 40 Einheiten) Insulin. 

Verarbeitung analog wie im vorigen Versuche. Das durch Fehlingsche 
Lésung als Kupferverbindung gefillte Hefegummi auf einem Goochtiege| 
gesammelt, getrocknet und gewogen. Es fanden sich: 





: F Probe mit Insulin | Probe ohne Insulin 
Glykogen | 5,2 Proz. 4,8 Proz. 
Nach Hydrolyse schon in der Kalte redu- 

zierendes Kohlehydrat ‘ 0,75 , 0,75 , 


Hefegummi als Cu-Verbindung. . ‘ 45 , | 24,7 
Also auch hier war der Effekt des Insulins ein durchaus negativer 


Zusammenfassung. 

Insulinzusatz vermag die assimilatorischen und dissimilatorischen 
Vorginge in Hefe, die (mit oder ohne Zusatz von Dextrose oder Lavulose) 
anhaltend mit Luft geschiittelt worden ist, insoweit dies aus der Kohlen- 
siureproduktion, dem Zuckerverbrauch, der Glykogen- und Hefegummi- 
anhiufung erschlossen werden kann, nicht in merklicher Weise 7 
beeinflussen. 
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Uber das Verhalten der Reservekohlehydrate bei der 
assimilatorischen und dissimilatorischen Titigkeit der Hefe. 


Von 
Josef Warkany. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitats- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 2, Juli 1924.) 


Der Kohlenstoff des durch Hefezellen vergorenen Zuckers wird 
nur zum Teil in den nach der Giarungsgleichung entstandenen Pro- 
dukten, Alkohol und Kohlensiure, wiedergefunden. Der restliche 
Kohlenstoff wird von den Hefezellen assimiliert, d. h. zu kérper- 
eigenen Kohlehydraten aufgebaut. Das Mengenverhiltnis von 
gebildetem Alkohol einerseits und assimilierten Kohlehydraten anderer- 


seits wird von dem der Hefe zur Verfiigung stehenden Sauerstoff 
bestimmt. Lundin") hat nachgewiesen, ,,daB die Summe der Kohlenstoff- 
gehalte des jeweilig vorhandenen Alkohols und der infolge der Assi- 
milation neugebildeten Kohlehydrate mit dem Kohlenstoffgehalt der 
theoretischen Alkoholmenge der typischen Géarung derart tiberein- 
stimmt, daB eine sekundire Umwandlung von Teilen des gebildeten 
Alkohols in die Assimilationskohlehydrate angenommen werden muBte". 

Im folgenden wurde nun das Verhalten zweier Assimilations- 
kohlehydrate, des Glykogens und des Hefegummis, bei der Miastung 
und Selbstgirung der Hefe im Luftstrome untersucht. 

Uber das Verhalten von Glykogen bzw. Hefegummi bei Garung und 
) Selbstgirung ohne Luftdurchleitung liegen einige Angaben vor. 

Euler*) untersuchte seinerzeit ,,Die Rolle des Glykogens bei der Gérung 
durch lebende Hefe‘‘, doch sind die von ihm gefundenen Werte, da er nach 
der von Schénfeld und Krampf{ angegebenen Methode arbeitete (siehe unter 
Methodik) héchstens als Summe von Glykogen und Hefegummi zu be- 
trachten; aber auch als solche sind sie nur mit Einschrankung zu verwerten. 

Salkowski*) untersuchte das ,,Verhalten des Hefegummis bei der 
Autolyse und alkoholischen Garung“. 


*) Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem, 89, 337, 1914. 
3) Salkowski, ebendaselbst 69, 466, 1910. 





272 J. Warkany: 


In letzter Zeit haben Euler und Myrbdck*) Untersuchungen iiber das 
Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei der Selbstgiirung angeste||t. 
Sie fanden, daB bei der Selbstgiirung nicht luftgeschiittelter Hefe das 
Glykogen verschwindet, das Hefegummi aber nicht angegriffen wird. 
Auffallend ist dabei der Umstand, daB bei einem Selbstgérungsversuclhe, 
bei dem das nach Saurehydrolyse bestimmte Gesamtkohlehydrat von 
24,3 auf 12 Proz. gefallen war, von den fehlenden 12,3 Proz. eigentlich nur 
0,27 Proz. durch den Glykogenverlust erklart werden; die restlichen 12 Proz, 
— also weitaus die Hauptmenge der vergorenen Kohlehydrate — wiirden 
aus einem unbekannten Kohlehydrat bestehen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde in folgender Weise verfahren 
Zunichst wurde das Verhalten des Glykogens bei der Mast der Hefe 
untersucht. Es wurde anschlieBend untersucht, ob die Glykogen- 
zunahme sich mit der Zunahme der leicht (d. h. mit 2,7 Proz. H(\) 
hydrolysierbaren Kohlehydrate decke. Da sich dabei ergab, dal 
die Zunahme der leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate bei weitem 
die Glykogenzunahme iibertreffe, wurde nun auch die Bestimmung 
des Hefegummis in die Versuche mit einbezogen. SchlieBlich wurde 
das Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei der hungernden Hefe 
(Selbstgirung) untersucht. 


Methodik. 
I. Bestimmung von Glykogen und Hejeqummi. 


Bekanntlich ist die Pfliigersche Glykogenbestimmungsmethode bei 
der Hefe nicht ohne weiteres zu verwenden. Wiahrend sie sich bis zur 
Zuckerbestimmung ohne Schwierigkeit durchfiihren léBt, zeigt sich 
bei Zusatz der Fehlingschen Lésung zum Zwecke der Dextrose- 
bestimmung ein flockiger Niederschlag. Dieser besteht aus einer 
Kupfer-Hefegummiverbindung?). Da durch die vorangehende Hydro- 
lyse mit 2,7 proz. HCl wechselnde Mengen von Hefegummi in 3 Stunden 
hydrolysiert werden, laBt sich in diesem Stadium die getrennte Be- 
stimmung von Hefegummi und Glykogen — durch Abfiltrieren des 
Niederschlags — nicht mehr durchfiihren. Es mu6 daher das Hefe- 
gummi vor der HCl-Hydrolyse vom Glykogen abgetrennt werden, 
um die Werte der beiden Fraktionen nicht zu verwischen. Die Methode 
gestaltet sich daher folgendermaBen. 

10g frischer Hefe von bekanntem Wassergehalt werden durch 
3 Stunden mit 30 ccm 60proz. Kalilauge auf dem Wasserbade erhitzt ; 
dann wird mit destilliertem Wasser auf 120 ccm aufgefiillt (15 proz. 
Kalilauge) und mit 200 cem 96proz. Alkohols gefillt ; den Niederschlag 
l4Bt man durch 12 Stunden absitzen. Der Alkohol wird durch cin 
Filter abgegossen, der Niederschlag, der aus Glykogen + Hefegummi 


1) Euler und Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1923. 
2) Salkowski, ebendaselbst 92, 75, 1914. 
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besteht, wird mehrmals mit Alkohol und Ather gewaschen und schlieBlich 
in etwa 120 ccm heiBen Wassers gelést. Auch das Filter wird mit heiBem 
Wasser abgespiilt und die Lésung in ein grofes Spitzglas gebracht. 
Nun fiigt man 80ccem Fehlingscher Lésung hinzu und fillt z. B. auf 
250cem auf. Nach Umriihren setzt sich rasch ein flockiger Nieder- 
schlag — die Kupfer-Hefegummiverbindung — ab. Von der iiber- 
stehenden blauen Fliissigkeit, die das Glykogen enthalt und frei von 
Hefegummi ist, werden 125cem — entsprechend 5g Hefe — in einen 
Erlenmeyerkolben filtriert und zur Glykogenbestimmung verwendet 
(s. diese unten). 

Das Hefegummi kann nun entweder nach Salkowski bestimmt 
werden — das ist: Lésen der Cu-Hefegummiverbindung in Salzsiure, 
Fallen mit Alkohol, Wagen — oder es wird einfacher die Cu-Hefe- 
gummiverbindung gewogen, wodurch man zweifellos zu hohe Werte 
bekommt; doch geniigt diese Art der Bestimmung fiir Vergleichswerte, 
wie sie in der vorliegenden Arbeit benétigt wurden, vollkommen. 
Man muB bei dieser Art der Bestimmung nur darauf achten, dab die 
iiberschiissige Fehlingsche Lésung restlos entfernt wird. Dies wird 
am besten dadurch erreicht, daB man in das Spitzglas nach AbgieBen 
der glykogenhaltigen blauen Flissigkeit destilliertes Wasser nachfillt, 
gut umriihrt und absitzen laBt. Dieses Verfahren wird so lange wieder- 
holt, bis die tiberstehende Fliissigkeit keine Spur einer Blaufairbung 


mehr zeigt. Die Flissigkeit wird nun abgegossen, die Fillung in eine 

gewogene Schale gebracht und bei 110° getrocknet, dann gewogen. 
In dem nach Entfernung des Hefegummis erhaltenen kupfer- 

haltigen Filtrat wurde nun die Glykogenbestimmung durchgefihrt. 


Dieser Weg zur Bestimmung des Hefegivkogens ist bereits von Salkowski 
eingeschlagen worden, die Versuche wurden aber wieder aufgegeben, weil 
Salkowski annahm, daB in dem kupferhaltigen Filtrate neben Glykogen auch 
eine aus den Zellwinden stammende Erythrocellulose enthalten sei. Auf 
diese noch zweifelhafte Unterscheidung wurde in vorliegender Arbeit, bei 
der es nur auf Vergleichswerte ankam, nicht eingegangen. 

Von sonstigen Glykogenbestimmungsmethoden wurde die Pfliigersche 
Methode bereits erwihnt und gesagt, da®B sie ohne Beseitigung des Hefe- 
gummis nicht angewandt werden kann. Dasselbe gilt von der etwas modi- 
fizierten Methode von Schdénfeld und Krampf'). 

In letzter Zeit wurde von Paul Mayer?) ein Verfahren der quantitativen 
Glykogenbestimmung ausgearbeitet, das diesen Mangeln Rechnung trigt 
und auf Ausfillung des Glykogens durch Ammoniumsulfat beruht. Diese 
Methode nimmt aber mehr Zeit in Anspruch und ist, wenn gleichzeitig 
Kohlehydratbestimmungen nach Bertrand gemacht werden miissen, wegen 
der geforderten Zuckerbestimmung nach Pavy etwas umstandlich. 

1) Schénfeld und Kramp/, Wochenschr. f. Brauerei 28, 1911. 

*) P. Mayer, diese Zeitschr. 186, 1923. 
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In dem oben angefiihrten Beispiel wurden 125cem des kupfer. 
haltigen Filtrats fiir die Glykogenbestimmung reserviert. Es war 
nun im voraus nicht feststehend, daB die Entfernung des Kupfers 
durch Schwefelwasserstoff, durch welchen Vorgang das Verfahren 
wieder kompliziert worden wiire, unbedingt notwendig sei. 


Um zu priifen, ob die Gegenwart von Kupfersulfat oder Seignettes:|z 
die Hydrolyse oder die Zuckerbestimmung nach Bertrand beeinflutst, 
wurden folgende Versuche angestellt: 

1. Zu zwei Proben von 0,5 g nicht wasserfreier Starke wurden je 8 com 
konzentrierter Salzsiure zugesetzt; zu einer Probe wurden nun 2 g Kupfer. 
sulfat und 1g Seignettesalz zugefiigt, beide Proben wurden dann mit 
destilliertem Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Nach dreistiindiger Hydrolyse 
wurden je 20cem der Lésung neutralisiert und die Glucosebestimmung 
nach Bertrand durchgefiihrt. Es wurden — auf 100 cem bezogen — folgende 
Werte gefunden: 


Probe ohne Zusatz von Kupfersulfat und Seignettesalz 0,45 Proz. 
Lad mit Lad Ad ” %° °° 0,47 ’° 


Die Differenz liegt innerhalb der Fehlergrenze ; es iibte also die Gegenwart 
der Fehlingschen Lésung keinen stérenden EinfluB auf die Hydrolyse und 
Glucosebestimmung aus. 

2. Da sich nun bei Anwendung dieser Methode auf die Bestimmung des 
Hefeglykogens herausstellte, daB das Volumen der hydrolysierten und 
neutralisierten Fliissigkeit fiir die Bertrandsche Bestimmung zu groB war, 
muBte erst gepriift werden, ob das Eindampfen in Gegenwart von Kupfer 
sulfat und Seignettesalz die Zuckerwerte nicht beeinflusse. Zu diesem Zwecke 
wurden drei Proben von je 0,5g Starke mit 8cem HCl versetzt und zu 
zwei Proben je 2g Kupfersulfat und 2g Seignettesalz zugefiigt. Alle drei 
Proben wurden auf 100 ccm aufgefiillt und drei Stunden auf dem Wasserbac: 
erhitzt, dann neutralisiert. In zwei Proben wurde sofort der Zucker nac!: 
Bertrand bestimmt, wiahrend eine der kupferhaltigen Proben zunichst au! 
20 cem eingeengt und dann erst der Zuckergehalt bestimmt wurde.  F> 
wurden — auf 100ccm bezogen — folgende Werte gefunden: 

Probe ohne Zusatz von Kupfersulfat und Seignettesalz 0,40 Proz. 
mit Zusatz von Kupfersulfat und Seignettesalz 
nicht eingeengt . . 

Probe mit Zusatz von Kupfersulfat ad Scignettesal 

eingeengt . eile Gee"e & - one OOO)» 

Auch das Einengen in Gegenwart von Fedlinguthee Lésung iibt also 

keinen schadlichen Einflu8 auf die Zuckerbestimmung aus. 


125cem des kupferhaltigen Filtrats wurden neutralisiert, mi 
konzentrierter Salzsiiure auf einen Saiuregehalt von 2,7 Proz. gebrach 
und 3 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Die Fliissigkeit wurde 
dann in eine Porzellanschale gebracht, neutralisiert und auf etwa 
20 cem eingeengt. Die restliche griine Flissigkeit wurde nun in cir 
Kélbchen filtriert; es wurde mit méglichst wenig destilliertem Was» 
nachgewaschen und nun Glucose nach Bertrand bestimmt. Die au! 
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diese Weise an kauflicher, frischer Hefe gefundenen Werte bewegten 
sich — auf Trockensubstanz bezogen — zwischen 2 und 4 Proz. (auch 
die Werte von P. Mayer, |. c¢., bewegten sich um 3 Proz.). 


II. Mdstung und Selbstgérung im Luftstrome. 

Zum Zwecke der Mistung wurde eine gewogene Menge der urspriing- 
lichen Hefe in destilliertem Wasser suspendiert und eine bestimmte 
Menge Dextrose zugesetzt. Die Suspension wurde dann in einen Kolben 
ibergefiihrt, der die Durchleitung von Luft erméglichte und am 
Schiittelapparate') befestigt wurde. 

Bei den Selbstgirungsversuchen wurde durch eine Suspension 
von Hefezellen in destilliertem Wasser unter Schiitteln Luft durch- 
geleitet. 

Versuche. 
1. Versuch. 
(Verhalten des Glykogens in gemisteter Hefe.) 


A. Urspriingliche Hefe. 


Durch Erhitzen im Trockenschranke wurde eine gewogene Hefemenge 
wasserfrei gemacht, wieder gewogen und damit ihr Gehalt an Trocken- 
substanz bestimmt. Trockensubstanzgehalt 29,4 Proz. 

Glykogenbestimmung: Die Ausfiihrung siehe unter Methodik. Die 
Berechnung gestaltet sich fiir dieses Beispiel folgendermaBen: Das ver- 
brauchte Kaliumpermanganat entsprach 80,0 mg Kupfer, das sind 41,4 mg 
Dextrose. 

In 5g der urspriinglichen Hefe waren demnach 41,1 mg Glykogen 
(ausgedriickt durch das Gewicht des durch Hydrolyse entstandenen Zuckers). 

In 100 g daher 828 mg, das sind, bezogen auf Trockenhefe (siehe Trocken - 
substanzbestimmung), 0,828 . 3,4 = 2,8 g. 

Der Glykogengehalt der urspriinglichen Hefe betrug demnach 2,8 Proz. 
(bezogen auf Trockenhefe). 


B. Gemistete Hefe. 

25 g der urspriinglichen Hefe wurden in 250 ccm destillierten Wassers 
suspendiert, dann wurden 10g Traubenzucker hinzugefiigt. Es wurde 
6 Stunden unter Luftdurchleitung geschiittelt, iiber Nacht stehengelassen 
und am niachsten Tage wieder 12 Stunden geschiittelt. Dann wurde die 
Suspensionsfliissigkeit abgenutscht und wieder der Trockensubstanzgehalt 
der Hefe bestimmt. Das Glykogen wurde in derselben Weise wie das der 
urspriinglichen Hefe bestimmt und ergab einen Wert von 5,4 Proz., Paralle|- 
versuch 5,82 Proz. 


Bei der Glykogenbestimmung der gemédsteten Hefe zeigte sich, 
abgesehen von dem verschiedenen Verbrauch an Kaliumpermanganat, 
noch eine Abweichung. Beim Zufiigen der Fehlingschen Lésung zum 


') Angaben iiber die Apparatur siehe Fiirth und Lieben, diese Zeitschr. 
128, 158, 1922; Lundin, ebendaselbst 141, 312, 1923. 
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Zwecke der Zuckerbestimmung nach Bertrand nahm die zuckerhaltiye 
Lésung anstatt der normalen dunkelblauen Farbe eine gelblichgriine 
Verfirbung an; gleichzeitig triibte sich die Fliissigkeit. Ich beachtete 
diese Erscheinung, die ich mir nicht erkléren konnte, zunichst nicht 
zumal sich die Bertrandbestimmung glatt durchfiihren lieB, ohne dai 
auf dem Goochtiegel ein Niederschlag zuriickblieb. Erst als sich bei 
dem Parallelversuch und bei den weiteren Glykogenbestimmungen an 
geméisteter Hefe dieselbe Verfiirbung und Triibung zeigte, sah ich mich 
gezwungen, dieses abweichende Verhalten niaiher zu untersuchen (siehe 
Versuch 3). 

Dieser erste Versuch zeigte demnach, daB bei der Mistung das 
Glykogen ziemlich betrachtlich zunimmt, obwohl die zur Vertiigung 
stehende Kohlehydratmenge hier verhiltnismaBig gering war (1()¢ 
Dextrose auf 25g Hefe). Trotzdem betrigt die Zunahme 2,6 Proz. der 
Trockensubstanz, das sind 92,8 Proz. des in der urspriinglichen Hefe 
vorhandenen Glykogens. 


Das Glykogen gehért zu den mit 2,7proz. Salzsiiure hydrolysier- 
baren Kohlehydraten. Es war nun von Interesse festzustellen, ob dic 
bei der Mast der Hefezellen eintretende Zunahme der leicht hydro. 
lysierbaren Kohlehydrate mit der Glykogenzunahme identisch sei 
Zur Beantwortung dieser Frage diente der folgende Versuch. 


2. Versuch. 
(Verhalten von Glykogen und leicht hydrolysierbaren Kohlehydraten 
bei gemisteter Hefe.) 
A. Urspriingliche Hefe. 

1. Glykogen: Das Glykogen wurde in derselben Weise wie im ersten 
Versuche bestimmt. Zwei Parallelbestimmungen ergaben Werte von 
3 und 3,4 Proz., das sind im Mittel: Glykogen 8,2 Proz. (bezogen auf 
Trockenhefe). 

2. Leicht hydrolysierbare Kohlehydrate | Bestimmung nach O. Léwi')). 
10 g urspriinglicher Hefe wurden mit 100 cem 2,7 proz. HC] durch 3 Stunden 
am Wasserbade erhitzt; das Hydrolysat wurde auf 200 ccm aufgefiillt, 
filtriert, und vom Filtrate wurden 40 ccm (entsprechend 2g Hefe) neu- 
tralisiert und zur EjiweiSfaillung mit 30 ccm 30proz. Quecksilberacetat 
versetzt. Dann wurde auf 130 ccm aufgefiillt, filtriert und zur Entfernung 
des iiberschiissigen Quecksilbers Schwefelwasserstoff durchgeleitet. Aus 
dem Filtrat wurde schlieBlich der iiberschiissige Schwefelwasserstoff durch 
einen Luftstrom entfernt. Die Zuckerbestimmung nach Bertrand ergab in 
65 ccm (entsprechend 1 g Hefe) einen Wert von 61,9 mg, d.h. 6,19 Proz. 
der urspriinglichen Hefe; bezogen auf Trockensubstanz (die diesbeziigliche 
Bestimmung ergab 26,5 Proz.), gibt dies einen Wert von 23,5 Proz. Eine 
Kontrollbestimmung ergab 23,9 Proz. Leicht hydrolysierbares Kohlehydrat 
demnach im Mittel 28,7 Proz. 


1) O. Léwi, Therapeut. Monatshefte, 32. Jahrg., 1918, S. 350. 
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B. Gemiastete Hefe. 

Die urspriingliche Hefe wurde, um die Ausschliige deutlicher zu machen, 
einer intensiveren Mastung unterworfen als die Hefe in den iibrigen Versuchen. 
50 g Hefe wurden mit 50 g Dextrose in 500 cem destillierten Wassers durch 
12 Stunden im Luftstrome geschiittelt. 

1. Glykogen . . . coos ee ewe ee ee 
Kontrolibestinmuna % : ke ae 

2. Leicht hydrolysierbare Kohlehy drate : 6 RI os 
Kontrollbestimmung . ...... ws 


Das Glykogen hatte also um 7,4 Proz., die § Summe der leicht hydro- 
lysierbaren Kohlehydrate um 17,8 Proz. zugenommen. Es muBte dem- 
nach neben dem Glykogen noch ein leicht hydrolysierbares Kohlehydrat, 
das bei der Mistung der Hefe sich vermehrte, vorhanden sein. Da be- 
kanntlich das Hefegummi durch 2,7 proz. HCl teilweise hydrolysiert 
wird, wurde in den folgenden Versuchen auch dessen Verhalten in die 
Untersuchung mit einbezogen. Da aber das Hefegummi nur feilweise 
durch die Salzsiure angegriffen wird, ist es nicht ohne weiteres zu den 
leicht hydrolysierbaren Kohlehydraten zu rechnen; daher wurden diese 
in den folgenden Versuchen nicht mehr mitbestimmt. 


3. Versuch. 
(Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei gemisteter Hefe.) 
A. Urspriingliche Hefe. 

1. Glykogen 1,8 Proz. 

2. Die Hefegummibestimmung wurde schon oben (s. Methodik) ein 
gehend beschrieben, hier sei nur eine Berechnung als Beispiel durchgefiihrt. 
Das ausgefillte Hefegummi entspricht in obigem wie in diesem Beispiele 
10 g urspriinglicher Hefe. Das Gewicht der getrockneten Kupfer-Hefegummi- 
verbindung betrug 0,5524g; 100g entsprechen daher 5,524g. Da die 
gleichzeitig durchgefiihrte Trockensubstanzbestimmung einen Wert von 
27 Proz. ergab, ist, wenn man den Kupfer- Hefegummigehalt auf Trockenhefe 
beziehen will, der Wert 5,524 mit 3,7 zu multiplizieren. Cu-Hefegummi') 
20,2 Proz. 

B. Gemistete Hefe. 

80 g der urspriinglichen Hefe wurden in 800 cem destillierten Wassers 
suspendiert und 30g Dextrose zugefiigt. Es wurde 6 Stunden geschiittelt, 
iiber Nacht stehengelassen und am niichsten Tage wieder 6 Stunden ge- 
schiittelt. 

OS a ew ee et te st ORO 
S. Cu-Hefewummi ........ BS ,, 


Die Glykogenzunahme betrug also in diesem Versuch 5,2 Proz. 
der urspriinglichen Trockenhefe, das sind 288 Proz. des urspriinglichen 
Glykogens. Die absolute Zunahme des Cu-Hefegummis betrug 6 Proz., 
das sind 28,7 Proz. der urspriinglichen Menge. 


‘) Einige Kupferbestimmungen ergaben, daB das Cu-Hefegummi im 
Durchschnitt etwa 10 Proz. Cu enthialt. 
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Bei der Glykogenbestimmung an der gemisteten Hefe wiederholi« 
sich nun die bereits im ersten Versuch erwihnte Erscheinung; es ent. 
stand auf Zufiigen der Fehlingschen Lésung zu der hydrolysiertey 
Glykogenfraktion eine gelbgriinliche Verfirbung und Triibung. Fx 
wurde nun versucht, die Lésung von diesem Niederschlage zu befreien. 
zu diesem Zwecke wurde sie durch einen Goochtiegel filtriert. Tat. 
sichlich ging die Fliissigkeit klar und in typischer Weise blau gefar\) 
durch den Goochtiegel durch"), wihrend auf dem Asbest ein gelbroter 
Niederschlag zuriickblieb. Dieser Niederschlag verhielt sich gegen cic 
Ferrisulfat-Schwefelsiureflissigkeit wie Kupferoxydul, d. h. er léste 
sich darin glatt, die abfiltrierte Flissigkeit reduzierte Kaliumper- 
manganat, und in der titrierten Fliissigkeit wurde das Kupfer nach- 
gewiesen. Es handelt sich bei diesem gelbgriinen Niederschlag demnach 
um eine Fehlingsche Reduktion in der Kalte, hervorgerufen durch 
eine stark reduzierende Substanz, die in geringer Menge neben der 
gewohnlichen Dextrose bei der Hydrolyse der Glykogenfraktion ent- 
steht. Diese stark reduzierende Verbindung kann keine von den 
flichtigen Verbindungen sein, die Fehlingsche Lésung bereits in der 
Kalte reduzieren, da diese durch die Hydrolyse und das Eindampfen 
schon entfernt worden wiren; méglicherweise kénnte es sich um eine 
Triose (Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton) handeln. Diese Verbindung 
laBt sich durch die friiher angegebene Reduktion von Fehlingscher 
Lésung und Titration mit Kaliumpermanganat quantitativ bestimmen 
und betrug im vorliegenden Versuch 0,59 Proz. der Trockensubstanz 

In einem anderen Versuch, der zu anderen Zwecken durchgefiihrt 
wurde, betrug die stark reduzierende Substanz bei gemisteter Hetfe 
iibereinstimmend an zwei Parallelversuchen 0,75 Proz. 

Zusammenfassend laBt sich demnach sagen: Bei der Mistung der 
Hefe entsteht unter anderem in geringer Menge ein Kohlehydrat, das 
durch Hydrolyse mit 60proz. Kalilauge nicht zerstért wird, durch 
Alkohol fallbar und in heiBem Wasser léslich ist ; es wird durch Fehling- 
sche Lésung nicht gefiallt, verhalt sich demnach wie das Glykogen. 
Es geht aber nach Hydrolyse nicht in Dextrose tiber, sondern bildet 
die oben beschriebene stark reduzierende Verbindung. Diese darj 
nicht mit den als Zwischenprodukte der Gdrung beschriebenen Triosen usw 
verwechselt werden, sondern entsteht erst durch H ydrolyse aus einer hoheren 
Verbindung, die wahrscheinlich gleich dem Glykogen und Hefegumm: 
ein Reservekohlehydrat darstellt. 

In den Versuchen 1 und 4 wurde der in der Kalte entstandene 
Kupferoxydulniederschlag nicht abfiltriert, sondern gemeinsam mi! 


1) Die im Filtrat vorgenommene Bertrandbestimmung ergab die oben 
angegebenen 7,0 Proz. 
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dem beim Kochen entstandenen bestimmt. Die Glykogenwerte stellen 
demnach in diesen Versuchen die Summe Glykogen + stark redu- 
zierendes Kohlehydrat dar. 
4. Versuch. 
(Parallelversuch zum dritten Versuche.) 
A. Urspriingliche Hefe. 
i Crk: Fw «ss ee BB Re. 
So. Ce cc i ke tl RS = 
B. Gemistete Hefe. 

ee 6 oe ewes + ORB Te, 

. Cu-Hefegummi .. . d 0.20, ee See 
Glykogenzunahme 2,4 Proz. (bzw. 84 Risin des urspriinglichen Glykogens). 
Cu-Hefegummizunahme 8,8 Proz. (bzw. 56 Proz. des urspriinglichen 

Hefegummis). 
5. Versuch. 
(Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei der Selbstgiirung der Hefe.) 
Bei diesem Versuche wurde als Ausgangsmaterial ein Teil der in Versuch 3 
gemisteten Hefe verwendet. 
A. Gemistete Hefe. 

Ss SE sw es oe 5S. es De ele, SH Pee. 

2. Cu-Hefegummi . . —ere ee oe 

3. Stark reduzierende Subetanz . vo Se te 


B. Der Selbstgéirung unterworfene Hefe. 


60 g der gemiisteten Hefe wurden in 600g destillierten Wassers sus- 
pendiert und im Luftstrom geschiittelt ; Versuchsdauer 6 Stunden geschiittelt, 
iiber Nacht rhs en am nichsten Tage 12 Stunden geschiittelt. 

CP. «sees s ees ow G8 Bim 
: Hefegummi. . . ns oe “es 
3. Stark sedusierende Substens seis: OO i 


Bei der Selbstgirung nahm demnach das Glykogen gegenitiber 
der gemiisteten Hefe um 2,4 Proz., das Cu-Hefegummi um 2,74 Proz. 
ab; die stark reduzierende Substanz bzw. das Kohlehydrat, aus dem 
sie entsteht, war ginzlich verschwunden. 

6. Versuch. 

Ein Teil der im fiinften Versuch erhaltenen Hefe wurde durch 
weitere 24 Stunden geschiittelt; dabei ging der Glykogenwert weiter 
bis auf 2,1 Proz. herunter, waihrend der Hefegummiwert nicht unter 
23,5 Proz. sank. Stark reduzierendes Kohlehydrat war, wie zu erwarten, 
auch in dieser Hefe nicht vorhanden. 


Zusammenfassung. 
1. Sowohl das Glykogen als auch das Hefegummi sind als Reserve- 
kohlehydrate zu betrachten. 
2. Bei Mistung wurde eine Gewichtszunahme des Glykogens (um 
84 bis 288 Proz.) beobachtet. 
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3. Auch das Hefegummi wurde bei der Mastung vermehrt gefunden 
(28,7 bis 56 Proz.), doch war die Zunahme relativ') geringer als dic 
des Glykogens, wenn auch absolut?) bedeutender. 

4. Glykogen und Hefegummi nehmen bei der Selbstgiirung a} 
Auch hier erweist sich das Glykogen als das beweglichere Reserve- 
kohlehydrat. 

5. Bei der Miastung der Hefe entsteht noch ein drittes Reserve. 
kohlehydrat, das sich chemisch ahnlich wie das Glykogen verhilt, sich 
von diesem aber dadurch unterscheidet, daB es bei der Hydrolyse mit 
2,7proz. HCl eine Verbindung liefert, welche Fehlingsche Lésung 
schon in der Kalte reduziert. Dieses Kohlehydrat spielt in quantitativer 
Hinsicht nur eine geringe Rolle (% bis 34 Proz. der Trockenhefe) 


Bei der Selbstgirung verschwindet es bald vollstandig. 


1) Prozentuale Zunahme gegeniiber der urspriinglichen Menge. 
2) Prozentuale Zunahme gegeniiber Trockenhefe. 
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Uber das Verhalten sauerstoffgeschiittelter Hefe 
zu 6-Oxybuttersiure. 


Von 
Josef Marian. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitits- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


In der vorliegenden Arbeit habe ich mir auf Veranlassung von 
Prof. Fiirth die Aufgabe gestellt, den oxydativen Auf- und Abbau der 
B-Oxybuttersiure wegen ihrer bekannten Bedeutung fiir die Vorgange 
des intermediiren Stoffwechsels durch sauerstoffgeschiittelte Hefe mit 
Hilfe der von Fiirth'), Lieben®) und Lundin®) geiibten Methode einem 
genaueren Studium zu unterwerfen. 

Zum Studium der Assimilations- und Dissimilationsvorginge be- 
diente ich mich der seinerzeit von Fiirth und Lieben verwendeten 
Apparatur. 

Mit Gaseinleitungs- und Entbindungsréhren armierte Rundkolben 
von | Liter Inhalt wurden mit Suspensionen von 50 g frischer PreBhefe 
(aus der Spiritus- und PreBhefefabrik Wolfrum A.-G., Wien) in 500 ccm 
Leitungswasser (Wiener Hochquellenwasser) beschickt und die zu 
priifende Substanz, also i-8-Oxybuttersiure*), als Na- oder N H,-Salz 
in genau bestimmter Menge zugesetzt. Zur Kontrolle und zum Vergleich 
mit der Hauptprobe (Versuch A mit Probesubstanz) diente eine Blind- 
probe (Versuch B ohne Probesubstanz), die im tibrigen genau wie die 
Hauptprobe behandelt wurde. Die Kolben wurden im Schiittelapparat 
wahrend einer bestimmten Zeit im Luftstrom geschiittelt unter Vor- 
und Nachschaltung von Absorptionsflaschen mit konzentrierter KOH 
bzw. n/5 Ba(OH), zur Bindung der atmospharischen bzw. der durch 
die Atmungstitigkeit der Hefe freigewordenen Mengen Kohlensaure. 
Durch Bestimmung der Atmungskohlensiure, der Substanzmenge im 


1) Fiirth und Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1922; 182, 165, 1922. 
*) Lieben, ebendaselbst 182, 180, 1922; 135, 240, 1923. 

3) Lundin, ebendaselbst 141, 310, 1923; 142, 454, 1923. 

*) Beilstein, 4. Aufl., [3], 8. 307. 
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Hefefiltrat vor und nach dem Schiittelversuch suchte ich in dey 


Besitz genauerer Unterlagen fiir eine Stoffbilanz zu gelangen. 


Literatur. Wegen ihrer Bedeutung fiir den Diabetes und als Ursac}ie 
der Acidosis ist das Auftreten und Verhalten der §-Oxybuttersiure im 
Organismus der Gegenstand zahlreicher Untersuchungen geworden, wohin- 
gegen ihr Verhalten gegen Mikroorganismen nur déuBerst mangelhaft er. 
forscht wurde. 

Nach Magnus-Levy') wird £-Oxybuttersiiure im normalen gesunden 
Organismus standig und vollkommen verbrannt, und zwar wird die d-8-Oxy-. 
buttersiure rascher als die 1-8-Oxybuttersiure zersetzt. Bei der Acidosis 
treten bekanntlich groBe Mengen freier 1-8-Oxybutterséure im Harn auf. 
Ihre normale Entstehung im Tierkérper ist noch nicht ganz sichergeste'||t. 
Wahrscheinlich entsteht sie durch immer fortschreitende Spaltung langer 
C-Atomketten von Fettséuren; auch die Méglichkeit ihrer Entstehung aus 
Bruchstiicken von Kohlehydraten ist in Erwagung gezogen worden. 

Nach Mac Kenzie*) wird die inaktive d-l-8-Oxybuttersiiure von 
Aspergillus griseus in d-8-Oxysaure gespalten unter Aufzehrung der links. 
drehenden Komponente. Das NH,-Salz der Saure soll eine brauchbare 
Kohlenstoffquelle fiir Aspergillus niger sein*). Nach H. Bierry und P. Por- 
tier *) bewirken Symbioten-Bakterien, die sich aus den Geweben normaler 
Tiere isolieren lassen und welche, avitaminésen Tieren subkutan oder 
intraperitoneal eingefiihrt, angeblich die Krankheitssymptome zum Ver- 
schwinden zu bringen vermégen, eine Oxydation der Fettséuren, indem 
sie nicht nur aus f-Oxybutterséure, sondern auch aus Butterséure Aceton 
bilden sollen. Jung und Miiller*) konstatieren die Dekarboxylierung der 
f-Oxybuttersiuren in nahrstofffreien Medien durch Hefe. 

Harry Lundin*) hat in diesem Institute das Verhalten sauerstoff- 
geschiittelter Hefe zu Acetessigsiure gepriift und nimmt eine Assimilierbar- 
keit derselben iiber Aceton als Zwischenstufe an. 

SchlieBlich hat C. Neuberg*) zahlreiche biologisch wichtige Verbin- 
dungen auf ihr Verhalten gegen verschiedene ober- und untergarige Hetfen 
des Berliner Instituts fiir Garungsgewerbe und gegen die Dauerpraparate 
Hefanol, Cymin, in nahrstofffreien Medien gepriift und schlieBt aus der 
Kohlenséureentwicklung unter anderem auf eine Vergirbarkeit der i-f-Oxy- 
buttersiure in Mengen von Spuren bis zu 3 Proz. Auch nimmt er in seinem 
Schema des Zuckerumsatzes der Zelle’) die Oxydierbarkeit der B-Oxybutter- 
siure zu Acetessigsiure und weiter zu Aceton, CO, und H,0O, an. 





1) Magnus-Levy, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 42, 149, 1899; 
Ergebn. d. inn. Med. u. d. Kinderheilk. 1, 367, 1908. Czapek, Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 1, 538, 1909. 

2) Mac Kenzie, Journ. of the Chem. Soc. London 81, 1402, 1405; 88, 430. 

3) Bierry und Portier, C.r. d. ’Accad. d. scienc. 166, 963—966; 166, 
1055 — 1057. 

4) Jung und Miiller, Helv. chim. acta 5, 239—243; Chem. Central). 
1922, I, S. 1114. 

5) Harry Lundin, diese Zeitschr. 142, 463 ff. 

6) C. Neuberg und A. Hildesheimer, ebendaselbst 31, 170, 1911. 

7) C. Neuberg, Oppenheimers Handb. d. Biochem. der Tiere und ces 
Menschen. Erginzungsband 1913, 8. 569; C. Neuberg und L. Tir, dicse 
Zeitschr. 82, 323, 1911. 
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Darstellung des Natriumsalzes der £-Oxybuttersiure. 

Da mir an £-Oxybuttersiure sehr reicher Harn von Patienten im 
Coma diabeticum nicht zur Verfiigung stand, muBte ich die Dar- 
stellung der Verbindung auf dem seinerzeit von Wislicenus!) auf- 
gefundenen Wege — Reduktion von Acetessigsiurediithylester mit 
Natriumamalgam in wiisseriger Lésung — in Angriff nehmen. Auch 
wurde die durch neuere Patente?) scheinbar weiter entwickelte Methode 
von Wurtz’) — Aldolkondensation von Acetaldehyd und Oxydation 
des Aldols mit feuchtem Ag,O — versucht, doch lieferte sie wegen der 
schweren Zuginglichkeit des Aldols fiir priparative Zwecke nicht ver- 
wertbare Resultate. 

Wegen des Interesses, das eine nihere Beschreibung der von mir 
ein wenig verbesserten Darstellungsmethode beanspruchen diirfte, 
teilen wir sie im folgenden mit: 

In 400 bis 500cem H,O wird so viel Aluminiumsulfat gelést, 
daB die bei der Reduktion entstehende NaOH gebunden wird ; dadurch 
erreicht man eine konstante Neutralitat des Reaktionsgemisches und 
verhindert die Esterverseifung. Oder man setzt von Zeit zu Zeit etwas 
HCl zu, ohne gerade anzusiuern. In die auf 0° abgekiihlte, mit einem 
Riihrwerk standig in Bewegung gehaltene Lésung triigt man 100g 
frisch destillierten Acetessigesters ein und setzt in Anteilen von 3 bis 5 g 
reinstes 6proz. Natriumamalgam zu. Man wird etwa das 1 ,fache 
der theoretisch berechneten Menge benétigen. Das Entweichen von 
Wasserstoff, der anfangs lebhaft absorbiert wird, bezeichnet den End- 
punkt der Reaktion. 

Nach der Filtration siuert man mit l0proz. HCl schwach an, 
macht nach einiger Zeit mit Na,CO, alkalisch und verdampft bei 
niedriger Temperatur in einer Vakuumeindampfschale aus einem 
Wasserbade zur Trockne. 

Der Riickstand wird im Luftbade bei méglichst niedriger Tempe- 
ratur getrocknet und mit absolutem Alkohol behufs Trennung von 
wasserléslichen anorganischen Salzen extrahiert. Die Alkohollésung 
wird wieder im Vakuum konzentriert. Aus der alkoholischen Lésung 
kann man das Natriumsalz mit Ather in kristallinischer Form aus- 
fallen und auf diese Art die Reinigung der Substanz — mit Umgehung 
des von Schaffert) angegebenen Ca—Zn-Doppelsalzes, falls man nicht 
geradezu Titersubstanzen benétigt — erreichen. 


') Liebigs Ann. 149, 207. 
2) D. R.-P. Nr. 269996 usw. Konsort. f. Elektrochem. Industrie in 
Niirnberg. 
8) Wurtz, C. r. d. l’Acead. d. scienc. 76, 1167. 
*) Schaffer, Journ. of biol. Chem. 16, 265, 1913/14. 
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Fir diesen Zweck diirfte eine zweimalige Umfallung aus absolutem 
Alkohol mit Ather geniigen. 

Das nach dem Abfiltrieren im Vakuumtrockenschrank getrocknete 
Produkt darf nur schwach gelblich gefairbt erscheinen und darf der 
Glihriickstand keine Cl'-Reaktion geben. 

Wir benétigten fiir unsere physiologischen Versuche das Na. 
bzw. NH,-Salz der Saure und konnten von der Reinigung tiber das 
Ca—Zn-Doppelsalz und von einem elementaranalytisch erbrachten 
Reinheitsbeweis Abstand nehmen, um so mehr, als die modernsten 
Methoden zur Bestimmung der £-Oxybuttersiure noch immer mit 
Fehlern von mindestens 10 Proz. behaftet sind. Wir begniigten uns 
also, den Reinheitsbeweis mit Hilfe derjenigen quantitativen Be. 
stimmungsmethode zu erbringen, die im Laufe der Assimilations. 
versuche zur Anwendung gelangt ist, und tiberzeugten uns in einem 
besonderen Versuch davon, daf das Produkt keine fiir die Hefe geradezu 
schidliche grébere Verunreinigung enthielt. 


Als Methoden zur quantitativen Bestimmung der /-Oxybuttersiiure 
in K6rperfliissigkeiten, Harn, Blut, Organextrakten usw. hat man die 
folgenden chemisch-physikalischen Eigenschaften der Verbinduny heran. 
zuziehen versucht: 

1. Die acidimetrische Titration der freien Saure. 

2. Die Uberfiihrbarkeit durch Wasserabspaltung in a-Crotonsiiure 
Buten-2-siure-1 und Bestimmung dieser Saure. 

a) auf acidimetrischem Wege, 

b) durch das Bromadditionsverfahren von Pribram') und Ryff/el*). 

3. Die Oxydierbarkeit mit K,Cr,O, und H,SO, zu Aceton, CO, und 
H,O nach Schaffer-Marriot*) und Acetonbestimmung nach Messinger *). 

4. Die optische Aktivitat. 

Die Methoden 1 und 4 waren von vornherein unanwendbar, da wir, 
wie schon erwiahnt, Salze der Séure zu verwenden hatten bzw. auf syntheti- 
sches, inaktives Material angewiesen waren. Es blieb uns also die Wah! 
nur zwischen den zwei Modifikationen der Crotonsiuremethode und der 
Schafferschen Oxydation mit Chromatschwefelsaure. 

Da nun die Crotonsiituremethode sowohl in bezug auf Oxybuttersiiure 
als auf das H,O-abspaltende Mittel, 58- bis 60proz. H,SO, auf eine be- 
stimmte Konzentration eingestellt ist, die wir aus physiologischen Griinden 
nicht einhalten konnten, muBten wir das Verfahren von Schaffer-Marriott 
zur Bestimmung der i-f-Oxybuttersiure im Hefefiltrate mit den sinn- 
gemiéBen Abinderungen anwenden. 

Die neuerdings ausgearbeiteten Methoden zur mikroanalytischen Be- 
stimmung der $-Oxybuttersiture nach dem Prinzip Schaffers waren fiir 
unsere Versuchsanordnungen nicht anwendbar. 


1) Pribram, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therapie 10, 279, 1912. 

2) Ryffel, Journ. of Physiol. 32, 56, 1905; Physiol. Society 56, Mai 1905. 

8) Schaffer, Journ. of biol. Chem. 1908, 8S. 211; 16, 265, 1913—1914. 
Marriott, ebendaselbst 16, 293, 1913—1914. 

*) Messinger, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 21, 3366, 1888. 
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Das Prinzip der Methode von Schaffer-Marriott, 


Dasselbe beruht, wie eine Durchsicht der vorliegenden Literatur 
lehrt, auf der Oxydation der £-Oxybuttersiiure mit einer verdiinnten 
Lisung von K,Cr, 0, + H, SO, zu Aceton, CO, und H, 0 nach folgender 
Bruttogleichung : 
3CH,.CH.OH.CH,COOH + K,Cr,0, + 4H,SO, = 3CH,.CO 

.CH, + K, 80, + Cr,(SO,)s + 3CO, + 7 H,0. (1) 

AuBer diesem Hauptvorgang verlaufen zwei Nebenreaktionen, 

nimilich : 
2CH,.CHOH .CH,COONa + H,80, 
= CH,.CH:CH.COOH + Na,SO, + H,O (2) 


ud CH,.CO.CH,+20, =CH,COOH+CO,+H,0. (3) 


Diese drei Reaktionen verlaufen nebeneinander und die Menge 
der entstehenden Reaktionsprodukte variiert mit der Anderung 1. der 
Konzentration der H,SO,, 2. der Konzentration der K,Cr,0, derart, 
daB bei Erhéhung der Konzentration an H,SO, und K,Cr,0, die 
Reaktion mehr nach Gleichung (2) und (3) verliuft bzw. (1) nach (3) 
fortgesetzt wird, in verdiinnten K,Cr,O, + H,SO,-Lésungen hingegen 
mehr nach Gleichung (1), ohne dabei jemals quantitativ zu werden. 
Das durch allmahliche Oxydation aus $-Oxybuttersiure gebildete 
Aceton wird abdestilliert, in H,O abserbiert und nach Messinger jodo- 
metrisch bestimmt. 

a je 0,000966 g CH,.CO.CH, ... leem n/10 J. 

Engfeldt*) schligt die Verwendung von n/100 Jod und n/100 Na, 8,0,- 
Lésungen vor, ohne zu beachten, da8 durch die stéchiometrische Beziehung 

leem n/10 J, 0,01269 g J, 0,000 96 g CH,.CO.CH, 
eine ohnehin schon &uBerste Genauigkeit der vorhandenen Acetonmengen 
gewahrleistet wird. Sein Vorschlag ist um so unverstiandlicher, als er bei der 
Oxydation des Ca-Zn-Doppelsalzes der 8-Oxybuttersaéure nach der Methode 
von Schaffer nur héchstens 68 bis 70 Proz. der theoretisch geforderten 
Acetonmenge vorfindet. 

Da die Abweichungen zweier Parallelbestimmungen unter Beachtung 
gréBter analytischer Genauigkeit, immer noch 2 bis 3 Proz. betragen, 
diirfte der Vorschlag von Eng/eldt, mit empirischen Faktoren zu rechnen, 
die mit Hilfe des Ca-Zn-Doppelsalzes als Urtitersubstanz ermittelt worden 
sind, auch keinen Fortschritt bedeuten. 


In Erwiagung aller Tatsachen haben wir uns fiir die Methode 


Schaffer-Marriott entschieden, die wir in sinngemiBer Anwendung auf 
die Hefefiltrate — wie weiter unten beschrieben — ausfiihrten. 


1) Engfeldt, Beitr. z. Kenntnis der Biochemie der Acetonkérper. Lund 
1920. Gleerupska Universets-Bokhandeln. 
Biochemische Zeitschrift Band 150. 19 
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Priifung der Methode von Schaffer-Marriott zur Bestimmung von /-0 xy- 
buttersiure mit synthetisch dargestelltem Na-Salz. 

Von der nach der beschriebenen Methode dargestellten Substanz 
wurde, nach achttigigem Trocknen im Vakuum iiber H,S0O,, eine 
solche Menge eingewogen, daB nach der stéchiometrischen Beziehung 

1CH,.CHOH.CH,COONa = 1(CH,),.CO = 6J 
der Verbrauch von 75 ccm einer n/10 J-Lésung zu erwarten war. 

Die fiir den Einzelversuch erforderliche Menge f-oxybuttersaures 
Natrium wurde in einem 1 Liter fassenden Fraktionskolben, in dessen 
Stopfen ein graduierter Tropftrichter eingesetzt war, in 500 com Wasser 
gelést. Der Gehalt des zugesetzten Oxydationsmittels wurde mat. 
analytisch kontrolliert. Das Oxydationsmittel wurde in dem Mate 
zugesetzt, als die Flissigkeit abdestillierte. Das Aceton wurde in einer 
Vorlage in 100ccm H,O aufgefangen, die Destillation bis zum Ver- 
schwinden der Jodoformprobe fortgesetzt, was mindestens 3 bis 
4 Stunden in Anspruch nahm. Die Destillationsdauer scheint stark 
von den Abmessungen der Apparatur abhangig zu sein, da verschiedene 
Analytiker 11, bis 14% Stunden Destillationsdauer fir ausreichend 
finden. 

Das Destillat wurde in eine Stépselflasche gebracht und das Aceton 
nach Messinger bestimmt, nachdem die Reagenzien in jeweiligen Blind- 
versuchen auf ihr Jodbindungsvermégen gepriift worden waren. 








} - | ue + wig fod 
. Konz. Konz. | P Absolute Relativ in 
| ‘Einwage — k.CrnO; _ H2SQ, Dauer Destillat | “Menge | Proz. bezog 

¢  MolproLiter MolproLiter| Std. com | gs auf inwage 


Nr. 


0,2247 0,016 0,153 430 0,219 97.7 
0,2179 0,016 0,153 | 400 0.215 98.9 
0.2060 0,063 0.153 | 500 0,198 96.5 
1,7460 0,016 0,153 600 1,782 100.9 
| 25823 | 0,016 0,153 650 2.507 99.4 
2.3760 0,063 0,153 | | 600 2,352 98.6 

Mittelwert: 98.6 


TT 


Anmerkung. Die Einwagen 1., 2., 3. wurden in 200 ccm Wasser gelist 
und von dieser Lésung je 20 ccm entsprechend 0,0224, 0,0218, 0,0206 ¢ 
auf 500 ccm im Destillationskolben aufgefiillt und destilliert. 

Die Einwagen 4., 5., 6. wurden in 200 ccm gelést, davon 20 cem ent- 
sprechend 0,1 der Einwage destilliert, der Inhalt der Vorlagen auf 1000 ccm 
aufgefiillt und je 100 ccm davon enthaltend 0,01 der Einwage der mai 
analytischen Acetonbestimmung nach Messinger unterworfen. 

Von jeder Einwage wurden mindestens zwei Parallelbestimmungen 
ausgefiihrt und aus den Resultaten die in der Tabelle eingetragenen Mitte!- 
werte abgeleitet. ; 

Wie obige Versuche zeigen, findet man mit Hilfe der Schafferschen 
Methode als Mittelwert aus sechs Versuchen durchschnittlich 98,6 Proz 
der verwendeten Substanzmenge wieder. 
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Assimilationsversuche, 


Zur Charakterisierung des Verhaltens der Hefe gegen B-Oxybutter- 
siure in nahrstofffreien Suspensionen bei reichlicher Gegenwart und 
bei Abwesenheit von Sauerstoff wurden innerhalb jedes einzelnen 
Versuchs folgende Einzelversuche angesetzt : 


A. Hauptprobe mit Zusatz von B-oxybuttersaurem Natrium oder 
Ammonium; Sauerstoffschiittelung im Luftstrom. 


B. Blindversuch zu A. ohne Zusatz von f-oxybuttersaurem Natrium, 
mit Sauerstoffschiittelung. 

C. Gewoéhnliche Garungsprobe mit Zusatz von B-oxybuttersaurem 
Natrium (etwa im Sinne Newbergs) ohne besondere Sauerstoffzufuhr 
ohne Schittelung. 

D. Dasselbe wie C., doch ohne Zusatz von B-oxybuttersaurem 
Natrium ohne Sauerstoffschittelung. 

Anmerkung. Die Proben B. und D. dienten als Blindproben zur Be- 
stimmung des Jodbindungsvermégens der destillierten Filtrate und des 
Einflusses der Sauerstoffschiittelung. Die gefundenen Mengen jod- 
verbrauchender Substanzen wurden als ,,priformiertes Aceton*’ berechnet, 
auf B-oxybuttersaures Na bezogen und von dem Befund der Hauptproben A. 
und C. in Abzug gebracht. 

Diese Mengen wurden in der Tabelle der Ubersichtlichkeit halber nicht 
verzeichnet, an sich sind sie ganz gering; doch ist unter den angefiihrten 
Mengen immer das jodometrisch gefundene f-oxybuttersaure Natrium 
abziiglich derjenigen Menge zu verstehen, die aus dem _ priformierten 
Aceton resultiert. 


Versuch 1. 

A. 50g frische PreBhefe und 500 ccm Leitungswasser, enthaltend 
2,085 g B-oxybuttersaures Natrium, wurden im Schiittelkolben im 
CO,-freien Luftstrom geschiittelt. 

Dauer: .8 Stunden. Temperatur 17 bis 21°C. 

Reaktion vor und nach dem Versuch gegen Lackmus neutral. 

Nach 8 Stunden wurden die Kolben in Verbindung mit den 
Ba(OH),-Vorlagen, geschiitzt gegen das Eintreten der atmospharischen 
Kohlenséure, 12 Stunden stehengelassen, am naichsten Tage die Atmungs- 
kohlensiure durch Titration mit n/5 HCl nach Cl. Winkler bestimmt. 

Gefundene CO,: 1,36 g. 

Dann wurde der Kolbeninhalt mit 5ccm 18proz. H,PO, zur 
Austreibung der eventuell bei der Decarboxylierung als NaHCO, 
oder Na, CO, zuriickgehaltenen CO, angesiuert und nochmals 3 Stunden 
im Luftstrom geschiittelt. 

Gefundene CO,: 0,32 g. 

B. Blindprobe wie A., ohne f-oxybuttersaures Natrium. 

Gefundene CO,: 1,30 g. 

Nach dem Ansiuern gefundene CO,: 0,34 g. 


’ 
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C. Gewéhnliche Girungsprobe, 50g Hefe, 500 ccm Leitungs. 
wasser, enthaltend 2,68g £-oxybuttersaures Natrium. Die Hefe wur|; 
durch Schiitteln gut verteilt und dieselbe Zeit neben dem Schiitte|. 
kolben stehen gelassen. 

D. Wie C., ohne Substanzzusatz, nicht geschiittelt. 

Die Suspensionen wurden gleichzeitig tiber Kieselgur und gehiirt«t« 
Filter filtriert und im Filtrat Bestimmungen nach Schaffer ausgefiilr 

Nach Abrechnung des praformierten Acetons betrug im Filtrat 
das f-oxybuttersaure Natrium, bezogen auf die jeweilige Einwage, in 

A. 2,085 g, nach dem Versuch gefunden 2,005g, entsprechend 
96,2 Proz. der angewandten Menge ; 

C. 2,680g, nach dem Versuch gefunden 2,607 g, entsprechend 
97,3 Proz. der angewandten Menge. 


Versuch 2. 


Wie Versuch 1, nur betrug die Einwage an f-oxybuttersaurem 
Natrium bei Versuch: 

A. 4,32g, nach dem Versuch gefunden 3,93g, entsprechend 
91,4 Proz. der angewandten Menge. 

C. 5,64g, nach dem Versuch gefunden 5,24g, entsprechend 
93,3 Proz. der angewandten Menge. 

CO,: in A u. B gleich. 


Versuch 3. 


Mit dem NH,-Salz der £-Oxybuttersiure. 

Einwage fiir Versuch A. 2,768g NH,-Salz, nach dem Versuch 
gefunden 2,60 g = 94,3 Proz. 

Einwage fiir Versuch C. 1,927g NH,-Salz, nach dem Versuch 
gefunden 1,82 g = 94,9 Proz. 

CO, in A und B gleich. Zu den Versuchen wurde Kahlbaumsches 
Produkt verwendet. 

Der Gehalt des Kahlbaumschen Priparats wurde nach der Neutra- 
lisation nach Schaffer-Messinger bestimmt. 

Eine Oxydation zu Acetessigsdure findet nicht statt, da diese 
wenn sie auftreten sollte, nach Lundin unter den herrschenden Be- 
dingungen stark angegriffen und wahrscheinlich tiber Aceton als 
Zwischenstufe assimiliert wiirde, wodurch ein Manko an $-Oxybutter- 
siure festzustellen wire. 

Auch konnten wir in keiner Phase des Versuchs weder im Filtrat 
noch in den Vorlagen Aceton nachweisen. 

Das bei etwaiger Decarboxylierung der #-Oxybuttersiure sich 
bildende NaHCO, oder Na,CO, kénnte fiir die Spaltung der B-Oxy- 
buttersiure nicht hinderlich sein, da bereits eine bestimmte Meng: 
Alkalicarbonat gebildet werden muB8, bevor die Hefe effektiv gescha«iig' 
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wird. Auch hat Lundin eine Zerstérung von Acetessigsiure ohne Fest- 
haltung der Wasserstoffionenkonzentration durch Puffermischungen 
feststellen kénnen. 

Zusammenfassung. 

Als Resultate unserer Versuche tiber die oxydative Spaltung des 
Na- und NH,-Salzes der £-Oxybuttersiure durch die Hefe kénnen 
wir folgendes feststellen : 

Unter den besagten Versuchsbedingungen, unter welchen Milch- 
siure, Brenztraubensiure, Acetessigsiiure, also eine «-Oxy- bzw. eine 
a- und $-Ketocarbonsiure ausgiebig oxydiert, assimiliert oder de- 
carboxyliert wird, konnten wir mit Hilfe der heutigen analytischen 
Methoden (da sich die Fehlbetrige in obigen Versuchen zwischen 
2.7 bis 10,2 Proz. bewegen, wir aber die Fehlergrenzen der Methode 
mit 10 Proz. als nicht zu weit einschétzen zu miissen glauben) nicht 
die Uberzeugung gewinnen, daB eine tatsichliche Assimilation oder 
Oxydation der £-Oxybuttersiure bei reichlicher Gegenwart oder bei 
Abwesenheit von Sauerstoff stattgefunden habe. 

DaB ein so geringer Unterschied in der Konstitution, wie ihn die 
Acetessigsiure und £-Oxybuttersiiure aufweist, eine derartig ver- 
schiedene Angreifbarkeit durch die Hefe bedingen sollte, ist um so 
auffallender, als bekanntlich im tierischen Organismus groBe, durch 
Spaltung von hohen Fettséiuren entstehende Mengen von f-Oxybutter- 
siure oxydiert werden. DaB Acetessigsdure durch sauerstoffgeschiittelte 
Hefe angegriffen wird, hat Harry Lundin durch eingehende Versuche 
in diesem Institut dargetan. 

Es erscheint aber nicht ausgeschlossen, daB eine Verfeinerung 
der analytischen Methoden zur Bestimmung der £-Oxybuttersiure eine 
geringfiigige Angreifbarkeit und Assimilierbarkeit insbesondere einer 
optisch aktiven Komponente der racemischen Siure feststellen kénnte. 


Schlu8bemerkung. 


Angesichts des engen Zusammenhanges der ]-$-Oxybuttersiiure mit 
Aceton hatten wir urspriinglich die Absicht gehabt, durch Versuche 
dariiber ins klare zu kommen, ob sauerstoffgeschiittelte Hefe imstande 
ist, Aceton zu assimilieren, wodurch die diesbeziiglichen Arbeiten — im 
Verein mit den schon erwahnten Untersuchungen H. Lundins iiber die 
Acetessigsiure — iiber die ,,Acetonkérper“* zum Abschlu8 gelangt waren. 

Leider sind die diesbeziiglichen in Angriff genommenen Versuche 
bisher an dem Umstande gescheitert, da8 sich die zur quantitativen Be- 
stimmung des Acetons zur Verfiigung stehenden Methoden fiir unsere 
Versuchsanordnung als nicht anwendbar erwiesen haben. 
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Die Assimilation des Glycerins durch sauerstoffgeschiittelte Hete, 


Von 
Josef Marian. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitiits. 
instituts. ) 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


Im Betriebsstoffwechsel der Organismen sind die Zuckerarten in 
erster Reihe sowohl beim aeroben Leben unter Oxydation durch den 
atmospharischen Sauerstoff, als auch bei der anaeroben Spaltung zur 
Gewinnung von Betriebsenergie geeignet, und zwar stellt sich immer 
mehr heraus, daB dies auch fiir die héheren Organismen in weitem 
Umfange gilt. 

Die Zuckerarten gehéren zu den sauerstoffreichsten Kohlenstoff 
verbindungen, welche Bedeutung fiir die Biochemie besitzen, und 
werden bereits durch gelinde Oxydation in einfachere Verbindungen 
unter Freiwerden von Betriebsenergie aufgespalten. 

Auf der Linie des Kohlehydrat-Auf- und -Abbaues gelegen, in 
mannigfaltigster Weise mit dem Problem der alkoholischen Girung 
verkniipft, beansprucht das Glycerin und die bei dessen Verarbeitung 
durch die Zelle entstehenden Stoffwechselprodukte fiir das Verstindnis 
des biologischen Kohlehydratumsatzes eine besondere Bedeutung. 

Vor kurzem ist in diesem Institut das Verhalten einiger biologisch 
besonders interessanter Verbindungen, von denen als wichtigste nur 
Milchsiure, Brenztraubensiure, Glucose, Athylalkohol, Acetessigsiure 
und #-Oxybuttersiure zu nennen sind, zu sauerstoffgeschiittelter Hefe 
vom Standpunkt der Energiewandlungen studiert worden. 

Alle Untersuchungen, die Assimilations- und Dissimilations- 
vorginge der Hefe betreffend, wurden in der Voraussetzung ausgefiihrt. 
daB eine genaue Kenntnis der physiko-chemischen und _ biologischen 
Bedingungen dieser relativ einfacheren vitalen AuBerungen der isolierten 
Hefezelle vielleicht einem vertieften Verstaéndnis des Stoffumsatzes in 
héheren Organismen zugute kommen kénnte. 
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In den vorliegenden Versuchen habe ich mich bemiht, festzustellen 
— in Anlehnung an die Arbeiten von Fiirth'), Lieben*) und Lundin®) —, 
wie sich zu einer Suspension von Hefe in Wasser direkt zugesetztes 
Glycerin verhalt, einerseits wenn nur der Luftsauerstoff zu den Versuchs- 
suspensionen Zutritt hat, und andererseits, wenn eine Luft- bzw. Sauer- 
stoffschiittelung vorgenommen wird. 


Das Studium der oxydativen Spaltung des Glycerins durch die 
Oxydasen des lebenden Hefeplasmas bei konstanter Zellenzahl ohne 
Anwesenheit einer verwertbaren Stickstoffquelle diirfte um so mehr 
begriindet erscheinen, als sich die einschlagigen Untersuchungen mehr 
mit dem Ursprung und dem Verhalten des Glycerins in den verschiedenen 
Phasen und unter wechselnden Bedingungen der alkoholischen Girung 
befassen, weniger aber mit seiner Desintegrierbarkeit und Assimilier- 
barkeit durch die Hefe. 


Literatur. 
A. Alkoholische Garung. 

Es kann nicht Aufgabe dieser Ausfiihrungen sein, die auBerordentlich 
umfangreiche Literatur iiber das Auftreten des Glycerins bei der alkoholischen 
Girung wiederzugeben. Es diirfte vielmehr geniigen, auf einige Haupt- 
punkte hinzuweisen. 

Der Nachweis des Glycerins in den Garsubstraten riihrt von Pasteur *) 
her. Das Auftreten des Glycerins bei der Autolyse ist von Boussingault *) 
und L. v. Udranszky*) nachgewiesen worden. Buchner und Meisenheimer’) 
beschéftigten sich mit dem Auftreten des Glycerins in HefepreBsiiften ; 
Oppenheimer*) vermochte die Bildung von Glycerin im Mazerationssaft 
aus zugesetztem Dioxyaceton und Glucose nachzuweisen. 


Nach Miiller-Thurgau*) hat Liiftung des Gargutes eine ansehnliche 
Glycerinbildung zur Folge. Die stark schwankenden Beziehungen zwischen 
Zucker- und Glyceringehalt sind von Laborde") genauest studiert worden. 
Seifert und Reisch") konstatierten die Bildung gréBter Glycerinmengen 
zur Zeit der intensivsten Garung, wahrend zum Schlu8 der Giarung eine 
Abnahme feststellbar war. 


1) Fiirth und Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1922; 182, 165, 1922. 

*) Lieben, ebendaselbst 182, 180, 1922; 185, 240, 1923. 

8) Harry Lundin, ebendaselbst 141, 310ff., 1923, 142, 454ff., 1923. 

*) L. Pasteur, Ann. de chem. et de physique, 3. F., 57, 323, 1859. 

5) Boussingault, ebendaselbst, 5. F., 22, 98, 1881. 

°) L. v. Udranszky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 549, 1889. 

7) Buchner und Meisenheimer, Ber. a. d. chem. Ges. 48, 1782, 1910. 

*) Oppenheimer, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 63, 1914. 

*) Miiller-Thurgau, Ber. iiber d. Generalversammlung des deutschen 
Weinbauvereins in Geisenheim 1884, S. 61. 

”) J. Laborde, C. r. d.  Accad. d. scienc. 129, 344—347, 1889. 

") W. Seifert und Reisch Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde, II, 12, 
74—84, 1906/7. 
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Von besonderer Bedeutung erscheinen jedoch die Arbeiten \ 
C. Neuberg'), der, wie bekannt, der klassischen Garungsgleichung ein. 
zweite und dritte Garungsformel 
C,H,,0, = CH,;.CHO + C,H,O, + CO, 2 
2C,H,,0, + H,O = CH;.COOH + C,H,OH + 2 C,H,O, + 2 CO, (3) 
an die Seite gestellt und so die wichtige Bedeutung des Glycerins im 
Kohlehydratstoffwechsel zur GewiBheit erhoben hat. 


B. Verhalten von Mikroorganismen zu Glycerin und die Synthese von Kohile. 
hydraten aus Glycerin durch dieselben. 

Die Untersuchungen betreffen das Glycerin als auswertbare Kohlen- 
stoffquelle (bei Anwesenheit aller anderen lebenswichtigen Komponenten 
in den Nahrsubstraten) und die bei seiner Anwesenheit in Niahrsubstraten 
auftretendcn Stoffwechsel- und Oxydationsprodukte. 

Die Auswertbarkeit als Kohlenstoffquelle fiir verschiedene Mikr: 
organismen wurde bei aller Verschiedenheit der iibrigen Versuchsbedingunge:: 
meistens aus dem Erntetrockengewicht bestimmt. 

So findet z. B. Czapek*) bei der Untersuchung der Resorbierbarkeit 
des Athylalkohols und der Zuckeralkohole durch Aspergillus niger (avi 
einer lproz. Asparaginlésung binnen 21 Tagen bei 28°C wachsend) eine 
viel bedeutendere Assimilation des Glycerins gegeniiber Athylalkohol. 
Uberhaupt steigt die Assimilierbarkeit von Athylenglykol bis zu den Hexiten. 

Dagegen gedeihen Tuberkelbazillen*), wie man weiB, weit besser auf 
Glycerin als auf Traubenzuckersubstrat. Glycerin ist allgemein eine recht 
gute C- Quelle, wenn es auch gerade bei Hefen weniger tauglich ist*). Essiy- 
sdurebakterien wachsen auf lproz. Glycerin nach Henneberg®) gar nicht. 
Bacterium xylinum Brown et Janke, das Sorbose Bacterium Bertrands°) 
oxydiert in Bouillonkulturen mit 5- bis 6 proz. Glycerin dieses zu Dioxyaceton. 

Aspergillus und Penicillium bevorzugen zwar Glucose, gedeihen aber 
noch auf 40proz. Glycerin’). C. Wehmer*) beobachtete die Oxydation de< 
Glycerins zu Citronensdure durch Citromyces pfefferianus Wehmer und 
Citromyces glaber. 

Als Stoffwechselprodukte der bakteriellen Glycerinverarbeitung kennt 
man die Alkohole mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen, Séuren der aliphatischen 
Reihe von Ameisensiure bis Buttersiure, unter den Oxyfettsiiuren dic 
Garungsmilchsaure. 

Athylalkohol bilden aus Glycerin: Bac. subtilis*), Granulobacter 
saccharobutylicus Beijerinck *); ein Bazillus imWein soll Glycerin zu Acrolein'') 
oxydieren. 

1) C. Neuberg, Zusammenfassender Vortrag; Ber. d. deutsch. chem. 
Ges. 55, 3624, 1922. 

®) Czapek, Hofmeisters Beitr. 8, 62, 1902. 

3) Siebert, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde 1, 305, 1909. 

*) Beijerinck, ebendaselbst 2, 68, 1892. , 

5) Henneberg, ebendaselbst 2, 4, 20, 1898. 

*) @. Bertrand, C. r. d. ! Acacd. d. scienc. 126, 762—765. 

’) H. Kiihl, Pharm.-Ztg. 52, 487, 1907. 

8) C. Wehmer, Chem.-Zeitung 87, 37, 1913. 

%) Fitz, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 9, 1348, 1876. 

10) Beijerinck, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde 1, 171. 
4) C. r. d. PAcad. d. scienc. 151, 518, 1910. 
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Ein besonderes Interesse beanspruchen Oxydationen des Glycerins 
durch Mikroorganismen zu Triosen. 

Meistens sind zu den Oxydationsprozessen inverse Reduktionsvorgiinge 
aufgefunden worden, und zwar ist dies sowohl bei niederen pflanzlichen 
und tierischen als auch bei héheren tierischen Organismen der Fall (Leber. 
tranfusionsversuche!), ganz im Sinne des von C. Neuberg aufgestellten 
Schemas des Zuckerumsatzes der Zelle. 

Zu Dioxyaceton wird Glycerin auch durch Thyrothrix tenuis nach 
Fernbach*) oxydiert. Bei der Oxydation durch Bac. subtilis treten als 
Produkte der Oxydation Acetylmethylearbinol, Dioxyaceton und Methyl- 
givoxal auf. 

Nach Bierry und Portier?) sollen Symbioten-Bakterien, die im Organismus 
angeblich die Rolle der Vitamine zu iibernehmen vermigen, Glycerin unter 
Bildung eines wahren Zuckers, des Dioxyacetons CH,OH.CO.CH,OH, 
oxydieren. Kostytschew*) glaubt eine Assimilation von Glycerin durch 
Aspergillus niger und glaucus zu Kohlehydraten iiber Triosen als Zwischen- 
stufe annehmen zu miissen. Laurent*) hat zahlreiche Verbindungen auf ihre 
Verwertbarkeit als Kohlenstoffquelle gepriift und zahlt unter anderem 
auch Glycerin auf. 

Die Resorption von Kohlehydraten durch verschiedene Griinalgen 
ist auch untersucht worden. Nach Klebs 5) bilden entstirkte Zygnemafdden 
im Dunkeln in 5proz. Glycerin lebhaft Starke. 

Nach Nadson*) ist bei Spyrogyra, Hydrodiction, Oedogonium und 
Cladophoraarten in saccharose-, glucose- oder glycerinhaltigen Substraten 
in allen Fallen Stairkebildung zu erzielen. Loew und Bokorny’) haben zahl- 
reiche Untersuchungen iiber die Méglichkeit einer Verwertung verschiedener 
(-Verbindungen angestellt. Letzterer*®) machte die interessante Beob- 
achtung, daB formaldehydschwefligsaures Natrium und Glycerin von 
Spyrogyraarten bei SauerstoffausschluB im Sonnenlicht lebhaft unter 
Bildung von Starke assimiliert werden. 

Zusammenfassend kann man also sagen: Der Ursprung des Glycerins 
bei der alkoholischen Giarung und bei der Autolyse ist sichergestellt ; 
die Ursachen der Variationen in den auftretenden Mengen Glycerin 
sind nicht eindeutig bestimmt. 

Bekannt ist weiterhin die Verwertbarkeit des Glycerins als C- Quelle 
fir Hefen und Mikroorganismen in kompletten Niahrlésungen sowie 
dessen Oxydierbarkeit zu einfacheren Verbindungen im Verlaufe von 
Betriebsenergie liefernden Reaktionsprozessen. 

Man vermiBt dagegen Untersuchungen bei Abwesenheit einer 
N-Quelle bei unverinderter Zellenzahl vor und nach dem Versuch, 


1) Fernbach, C. r. de |’ Acad. des sciences 151, 1004— 1006. 

*) Bierry und Portier, ebendaselbst 166, 963—966, 1055 — 1057. 
8) Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 236— 245. 

*) Laurent, Ann. Soc. Belge de Microskopie 14, 29, 1890. 

5) Klebs, Unters. d. bot. Inst. Tiibingen 2, 538, 1888. 

*) Nadson, Bot. Zentralbl. 42, 48, 1890. 

*) Loew und Bokorny, Journ. f. prakt. Chem. 144, 272, 1887. 

8) Bokorny, diese Zeitschr. 36, 83, 1901. 
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tiber Speicherung von Zellbestandteilen aus dem aufgenommene 
Glycerin und itiber die physiko-chemischen Bedingungen der Assi- 
milation, 

Methodik. 

Die Apparatur fiir die vorliegenden Versuche war dieselbe wie 
in den Versuchen von Fiirth, Lieben, Lundin, und wie sie zur Unter- 
suchung des Verhaltens der §-Oxybuttersiure diente'). 

Zur Bestimmung des Glycerins in den Filtraten der Hefesuspen- 
sionen verwendeten wir wegen der Einfachheit der Ausfiihrung dic 
Hehnersche Methode*), deren Prinzip bekanntlich auf folgender Gleichung 
beruht : 

3C,H,O, + 7 K,Cr,0, + 28 H,SO, = 7 K,80, + 7 Cr,(80,), 
+ 9CO, + 40 H,O. 

Man muB also 74,56 g K,Cr,O, in 1000 cem H,O (bei 15°C) lésen, 

um eine Normallésung von folgendem Wirkungswert zu erhalten: 
leem K,Cr,0,-Lésung = 0,01 g C,H, 03. 

Zur Bestimmung des Glycerins in einer Lésung habe ich gewohnlich 
nach zweckentsprechender Verdiinnung 10ccem C,H,0O,-Lésung in 
vorher mit Chromschwefelsiure gereinigten Kélbchen mit 25 ccm 
Hehnerscher Bichromatlésung und 1l5ccm konzentrierter H,S0, 
2 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt und nach dem Abkiihlen 
mit einer gegen die Bichromatlésung gestellten Ferroammonsulfat- 
lésung mit einer 2proz. Ferricyankaliumlésung als Indikator aus einer 
100-ccm-Glashahnbirette zuriicktitriert (Tiipfelreaktion). 


Bestimmung des C,H,O,-Gehaltes der fiir die Versuche 4 bis 4e verwendeter 
Lésung. 

10 com raG,. Lésung ) Nach zweistiindigem Erhitzen am Wasserbad 

$s . titriert. 


” 


180, k Kons. : j Verbrauch 9,2ccm Ferroammonsulfatlésung. 
25cecm Kcr | 1 Nach zweistiindigem Erhitzen titriert. Ver- 


15 , H, brauch an Ferroammonsulfatlésung 65,0 ccm. 


Danach 1 cem K,Cr,0,-Lésung entsprechend: 


2,6cem Ferroammonsulfat . 9,2: 2,6 = 3,538 
25,000 


21,46 ecm K,Cr, O, 
entsprechend 0,2146 g Glycerin in 10 cem der Lésung. 
1 Liter = 21,46 £ C; H,0,. 
Die Methode ist bei sorgfaltiger Ausfiihrung auBerordentlicher 
Genauigkeit fiahig. 
Um die Vorginge bei der Assimilation zu studieren, habe ich 
folgende Versuche angesetzt : 


1) Siehe die vorangehende Arbeit. 
2) Hehner, Journ. Soc. Chem. Ind. 1889, 8. 4. 





Assimilation des Glycerins. 295 


A. Hauptprobe mit C,H,O,, 50g Hefe, 500 ccm Leitungswasser, 
Luft- bzw. Sauerstoffschittelung. 

B. Blindprobe ohne C,H,0 3, 50g Hefe, 500 ccm Wasser, Luft- 
bzw. Sauerstoffschiittelung. 

Im Filtrat der Probe B. konnten wir die Menge der oxydablen 
Substanzen bestimmen, welche die Hefe an die Fliissigkeit abgibt. 
Diese Menge auf C,H,O, umgerechnet, gab uns die Menge _,,prd- 
formierten Glycerins analog den Verhiltnissen bei der Untersuchung 
der B-Oxybuttersiure. Wie in zahlreichen friheren Versuchen Lundins 
festgestellt wurde, ist diese Menge auBerst gering und iibersteigt in 
der Regel 4 Prom. nicht. Die im folgenden als ,,gefundenes Glycerin“ 
verzeichneten Werte sind also immer als Differenz A — B zu ver- 
stehen. 

C. 50g Hefe, 500 ccm Leitungswasser, C,H,O,, doch ohne Luft- 
bzw. Sauerstoffschiittelung. Die Hefe wurde im Kolben gut verteilt 
und in Berihrung mit der atmospharischen Luft sich selbst tiberlassen. 

D. Blindprobe zu C., wie diese, doch ohne Glycerinzusatz. 

E. 50g Hefe und 500 ccm Leitungswasser nach guter Verteilung 
sofort filtriert. Diese Probe wurde angesetzt, um den Verlust an 
Trockensubstanz bzw. die Mengen abgegebener Substanzen bestimmen 
zu kénnen. Auch ist es eine Blindprobe zu F. 

F. 50g Hefe, 500g Wasser, enthaltend eine bestimmte Menge 
C,H,O,, nach der Suspension durch Schiitteln wurden sofort filtriert. 

Die gesamte Filtration nahm etwa 1 Stunde in Anspruch. 

In den Proben A. und B. wurde die entwickelte Atmungskohlen- 
siure durch Auffangen in n/5 Ba(OH), bestimmt. 

Den EinfluB der Tension des Sauerstoffs im durchgesaugten Gase 
priifte ich in zwei Versuchen durch Verwendung von reinem Linde- 
sauerstoff. 

Die Trockensubstanzbestimmungen wurden folgendermaBen aus- 
gefiihrt: Die Suspensionen wurden auf einem Biichnertrichter durch 
gehartete Filter klar filtriert, nachdem eine gewogene Menge Kieselgur 
auf diesem verteilt worden war. In aliquoten Teilen des Filtrats wurden 
C,H, O,-Bestimmungen ausgefiihrt. Die auf dem Filter gesammelte 
Hefe wurde dann zur Entfernung des eingeschlossenen Glycerins stets 
mit derselben Menge Wasser ausgewaschen. Meistens geniigen hierzu 
fir 50g Hefe 500 ccm Wasser. 

Bei sorgfaltigster Herrichtung des Filters ist das Filtrieren und 
Waschen in lingstens 2 Stunden beendet. Gegen das Ende des Waschens 
dirfen 10 ccm Filtrat, langsam am Wasserbade eingedampft, keine 
Reaktion auf Glycerin geben (Ausfillung von Benzoesiureglycerin- 


— 


= 


te 


ro 


Sly HX 





— 








296 J. Marian: 


ester mit Benzoylchlorid und Alkali, Jérgensensche Reaktion mit 
alkalischer Borsiure und Phenolphthalein). 

Die Hefekuchen wurden quantitativ in Glasschalen gebrach', 
zunichst am Wasserbade, spiter im Lufttrockenschrank bei 105° (' 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Bestimmung der mit verdiinnter HCl hydrolysierbaren Kohlehydrate'). 

Etwa 3 bis 4g Trockensubstanz oder 10g frischer Hefe von be- 
kanntem Trockensubstanzgehalt wurden genau gewogen und 3 Stunden 
im bedeckten Kolben mit 100 ccm etwa 3proz. HCl hydrolysiert. 
dann quantitativ in einen 200ccm fassenden MeBkolben gebracht, 
aufgefiillt, filtriert, 100cem nach dem Neutralisieren mit KOH mit 
CH,COOH schwach angesiuert und in der Warme mit 25 bis 30 ccm 
einer kalt gesittigten Mercuriacetatlésung vom Eiwei®B befreit, auf 
200 cem aufgefiillt und wieder filtriert. Aus dem Filtrat wird das 
Quecksilber durch H,S entfernt, aus dem Filtrat von HgS der H,S 
durch Luft ausgetrieben. In den erhaltenen Lésungen wurden Bertran/- 
bestimmungen ausgefiihrt. 

Die Resultate wurden auf Glucose berechnet. 

Zur Bestimmung der Lipoide wurden 7 bis 10g Trockensubstanz 
im Extraktionsapparat 8 Stunden lang mit Ather extrahiert, die Lésung 
eingedampft und der Rickstand gewogen. 

Die Priifung der Gairkraft der Hefe wurde in Buchnerschen Givr- 
réhrchen in 5proz. Saccharoselésung bei 37°C vorgenommen. 

Die morphologischen Veridnderungen der Hefezelle wurden mikro- 
skopisch verfolgt. 

Assimilationsversuche. 

Da Orientierungsversuche ergeben hatten, daB Glycerin durch Hefe 
sehr triige assimiliert wird, wurde zunichst eine Reihe von Versuchen 
mit Hefesuspensionen in Glycerinlésungen steigender Konzentration 
angestellt und die Menge der in A. und B. entwickelten CO,, die Ab- 
nahme des Glyceringehalts der Filtrate und die Trockensubstanz- 
zunahme der Hefe bestimmt. 

Fir die Versuche 4 bis 4e wurde eine Glycerinlésung in gréBerer 
Menge hergestellt durch Lésen von reinstem Merckschen Glycerin 
auf ein bestimmtes Volumen. Der Gehalt dieser Lisung wurde, wic 
vorstehend beschrieben, bestimmt. Waren andere Konzentrationen 
an Glycerin in den Suspensionen erforderlich, z. B. zur Bestimmung 


1) Therapeutische Monatshefte, 32. Jahrg., Aug. 1918. 0. Loew, 
Zur Frage d. Verwert. d. Glucose bei Diabetes; G. Bertrand, Bull. Soc. Chem. 
de France 85, 1285, 1903. 
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der Anderung der AssimilationsgréBen mit der disponiblen Substanz- 
menge, so wurde eine analytisch genau bekannte Menge an Glycerin 
zugesetzt und darin die Hefemenge suspendiert. 


Diskussion der Versuchsresultate. 


Wie aus der Tabelle I zu entnehmen ist, erfolgt die Aufnahme 
des Glycerins, ungefahr gleiche Versuchsbedingungen _ beziiglich 
Schiittelungsdauer, Temperatur und Trockensubstanz der Hefe voraus- 


Tabelle I. 





Trocken- 
substanz 


nommen 
Hy Oy 


| Atmungs CO, 


e 
& 
Aufgenommen 


C4Hg Og in Proz, des 
Glyzerinzusatzes 


Auf 





B g 


| A 


4,364 0,047 0,958 | 0,942 123 282 
5882 0,127, 2 | ? 086 146 
7,685 0,905 | 0,899 — — 097 130 
10,731 1.414 | 1,414) 11,89 1086 1, 134 125 
10,731 0,233 1,68 | 1,65 13,29 1189 1, 142 133 
10.731 148 | 145 | 13,09 1226 083 085 89 
10,731 120 | 126 1267 13,78 1,09 1,13 106 
10,731 6 Sb | 153 14.2 
110.781/0933/ — | — | — | — 035 32 
21,130 0,246 1,25 | 1,32 | 1282 11,66 1, 113 53 8+12 
32,620 0,708 132 (130) — | — 126 38 8412 


Temperatur wihrend der Versuche 17 bis 23°C. Reaktion vor und 
nach dem Versuch gegen Lackmus neutral. Versuch 4a und 4d wurden 
mit reinem Sauerstoff durchgefiihrt. 


Own ewwm 
+4++4++4+4+4+4 


— bo bO bo BO bO PO PO PO 





gesetzt, ohne Kohlensdureentwicklung. Die auftretenden Differenzen 
sind reine Versuchsfehler. Das Glycerin wird also gespeichert, ohne 
daB das Assimilat oder seine diesem fquivalente Menge Atmungs- 
kohlehydrat veratmet worden wiire. 

DaB es sich um eine Assimilation und nicht um eine Adsorptions-, 
Imbibitions- oder Diffusionserscheinung handelt, geht daraus hervor, 
daB bei Abwesenheit von Sauerstoff, wie die Versuche 4C und 4D 
zeigen (s. u.), nur die Hialfte der bei Sauerstoffschiittelung aufge- 
nommenen Glycerinmenge aus dem Filtrat verschwindet (0,61 — 0,68 g). 

Auf alle Fille ist nach 20 Stunden bei 0,233 molarer Konzentration 
Diffusionsgleichgewicht eingetreten, da nach liingerer Versuchsdauer 
kein Glycerin mehr aus dem Filtrat aufgenommen wird. 

DaB das Glycerin so trige assimiliert wird, diirfte hauptsichlich 
auf die geringe Diffusionsgeschwindigkeit des Glycerins, mit der es 
in das Innere der Zellen dringt, zuriickzufiihren sein. Mindestens hat 
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Overton’) im Zusammenhang mit seiner Lipoidléslichkeitstheorie ¢;), 
sehr langsame Diffusion des Glycerins in Algenzellen beobacht 
k6énnen. 

Die Menge des aufgenommenen Glycerins ist wnabhdngig von de 
Konzentration der Suspensionen an diesem. Gleiche Hefemengen 
nehmen unter sonst gleichen Bedingungen immer dieselbe Glycerin- 


menge auf. 
Versuch C, D, E, F (zu Versuch 4 gehorig). 


C. 50g Hefe + 500cem C,H,0O,-Lésung, enthaltend 10,73 ¢ 
Glycerin, im Kolben gut verteilt ; nach 20 Stunden C, H, 0,-Bestimmuny 
im Filtrat, ebenso nach 48 Stunden und nach 8 Tagen. 

Zugesetzte Glvcerinmenge jedesmal 10,73 g. 





Nach 20 Std. Nach 48 Std. Nach 8 Tage 


——— 





10,05 g (10,122 | 10,09 g 
0,68 g 061g 0,64 g 
64 Proz. | 5,7 Proz.| 60 Proz. 


D. Wie C., doch ohne Glycerinzusatz, um die Menge des _,,pri- 
formierten Glycerins** zu bestimmen. 

Nach Beendigung (8 Tagen) wurde in 5proz. Saccharoselésung 
in Buchnerschen Garréhrchen eine Garprobe von C. (und D.) angesetzt 
Beide vergoren normal. 

E. 50 g Hefe + 500 com C,H,0,-Lésung, enthaltend 10,73 g Gly- 
cerin, sofort filtriert; im Filtrat wiedergefunden 10,38 g Glycerin, 
verschwunden 0,35 g = 3,3 Proz. 

F. Blindprobe zu E. 50g Hefe + 500g HO zur Bestimmung 
der oxydablen Substanzen und der von der Hefe abgegebenen Stoffe 
Abdampfriickstand des Filtrats bei 105°C getrocknet 0,190 g = etwa 
0,04 Proz. Die Hefe gibt also bei sachgemaBer Filtration auBerst wenig 
Substanzen an die Fliissigkeit ab. 

In allzu verdiinnten oder konzentrierten Lésungen diirften aller- 
dings UnregelmaBigkeiten infolge plasmolytischer und anderer Er- 
scheinungen auftreten. Nach Euler, der die osmotischen Eigenschaften 
der vegetativen Hefezelle in Lésungen von Elektrolyten und Nicht- 
elektrolyten studiert hat, zeigen in einer 10 proz., also ungefahr normalen 
Lésung von Glycerin bereits 17 Proz. der Hefezellen Plasmolyse. 


1) Overton brachte Algen in eine isotonische Glycerinlésung und lie! 
deren Konzentration durch langsames Verdunsten ganz allmahlich (Ein 
dunsten) anwachsen. Auf diese Art konnte er den Gehalt der Lésung an 
C,;H,0O, bis 50 Proz. steigern, ohne daB Plasmolyse eingetreten ware. Eine 
solche mit konzentrierter Glycerinlésung gefiillte Zelle platzt, in reines 
H, O eingetaucht, sofort, da das Wasser viel rascher eindringt als das Glycerin 
nach auBen gelangt. (Overton, Vierteljahrsschrift der Naturf.-Gesellsch. in 
Ziirich 48, 1, 1895; 44, 88, 1899.) 
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Die vorstehenden Untersuchungen erstrecken sich auf 0,04- bis 
0.71 n-Glycerinlésungen, da bei diesen Konzentrationen am wenigsten 
Komplikationen der vitalen AuBerungen der Hefezelle infolge osmotischer 
Einfliisse zu befiirchten waren. 


FaBt man das System Hefezellen—Wasser als zwei ineinander 
vollkommen unlésliche Phasen auf, so kann man das vorstehende 
Resultat auch so formulieren, daB die von der Hefe in verschieden 
konzentrierten Lésungen aufgenommenen Glycerinmengen von den- 
jenigen abweichen, die vom Berthelotschen Verteilungssatz') 


C. 
Cp 
postuliert werden. 

Die Hefezelle beeinfluBt also die Vorgdnge bei der Aufnahme des 
Glycerins in einer Weise, die uns im Verein mit den weiter unten an- 
geliihrien Analysen zur Annahme berechtigt, dag die Trockensubstanz- 
zunahme bei der Sauerstoffschiittelung in Glycerinlésung nicht auf einfachen 
Adsorptions-, Imbibitions- oder Diffusionserscheinungen beruht, sondern 
auf fermentativ geregelten oder beeinfluBten und begrenzten Assimilations- 
vorgdngen ®). 

Das Glycerin diirfte also nach der langsamen Diffusion in die 
Hefezelle vielleicht etwa zu einer Triose oxydiert und dann in einem 
energieverbrauchenden ProzeB zu Hexose und weiter zu einem Kohle- 
hydrat von der Formel (C,H4)0;), kondensiert worden sein, vielleicht 
vom Charakter des Glykogens oder der Cellulose. 


Vom thermodynamischen Standpunkt ist gegen eine solche An- 
nahme nichts einzuwenden%), denn die Oxydation des Glycerins zu 
einer Triose, etwa Dioxyaceton oder Glycerinaldehyd, ist ein energie- 
liefernder ProzeB, der die Energieabsorption bei der Kondensation 
auf dem Wege C,H,0, + C,H,.0, > (Cg Hy905), (Glykogen) zu kom- 
pensieren vermag’). 


— K = Teilungskoeffizient 


1) Berthelot-Jungjleisch, Ann. d. Chim. et de Phys. (4) 26, 396, 1872. 

2) Dieses Resultat ist interessant, wenn man es z. B. mit den Unter- 
suchungen Paines (Paine, Proc. Roy. Soc. London 94, 289, 1912) aus dem 
Lister-Institut iiber die Diffusionsgeschwindigkeit und iiber quantitative 
Verteilung verschiedener Stoffe zwischen Hefe und Wasser vergleicht. 
Er findet, da8 Athylalkoho! nach der raschen Diffusion in die Zelle zwischen 
diesem und dem Wasser im Sinne des Berthelotschen Verteilungssatzes 
aufteilt, der Teilungskoeffizient aber nicht 1, sondern 0,85 ist. 

%) Die Aufstellung einer Energiebilanz wire in Anbetracht der gering- 
fiigigen Mengen assimilierten Glycerins illusorisch. Auch ist die Verbrennungs- 
warme der Triosen nicht genauer bekannt. (Huler und Lindner, Chemie 
der Hefe und der alkoholischen Garung. Leipzig, 1915, S. 248.) 
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Kohlenstoffbilanz 
berechnet nach der Bruttogleichung 2.X.C,H,O, + XO, = (CgHy)0.), 





4a 4b 4c 


In Form von C,H,O, zugesetzt. . gC 418 418 418 418 825 
- " » CO, entwichen —_ 
7 7 —* ©,H,C, im Filtrat gef. g | 3,66) 3,36, 381| 3,74) 7.2 
. einer Trockensubstanzzunahme 046 O62 O41 O48) 05) 


Summe: | 4,12) 4,25| 4,22) 422) 8.33 


Differenz: —0,06 |+0,07 |+0,04 |--0,04 |+0,07 


Die Verwertbarkeit dieser Resultate wird allerdings dadurch ein. 
geschriinkt, daB der Unterschied im C-Gehalt des C,H,O, und des 
hypothetischen Kohlehydrats (C,H )0;)x 44,40 — 39,1 = 5,3. gering 
ist, wodurch die Kohlenstoffbilanz an Beweiskraft verliert. Doc 
konnte diese Unsicherheit durch Analyse der Trockensubstanzzunahmen 
beseitigt werden. 

Aus einem Vergleich der Resultate der Versuche 4c und 4d, dic 
im Sauerstoffstrom ausgefiihrt wurden, mit den iibrigen im Luftstrom« 
ausgefiihrten, geht hervor, daB die Menge des aufgenommenen Glycerins, 
das durch Oxydation wahrscheinlich iiber eine Triose fiir die Assimilation 
vorbereitet wird, unabhdngig ist vom Partialdruck des Sauerstoffs in dem 
Gase, das durch die Versuchssuspensionen durchgesaugt wird. Jeden- 
falls gilt dies fiir die zwischen den Grenzen Luft (174 mm) und reinem 
Sauerstoff (760 mm) gelegenen Partialdruckwerte. Ob eine Abnahme 
der Sauerstofftension unter derjenigen der Luft einen EinfluB auf dic 
Assimilationsfunktion ausiibt, wird schwerlich zu entscheiden sein. 

Wahrscheinlich handelt es sich mehr um eine mechanische Fort. 
spilung der durch die Stoffwechseltitigkeit entwickelten CO,, und 
es diirften in diesem Falle zur Auslésung der Oxydationsvorgange in 
der Hefe geringe Sauerstofftensionen geniigen, wenn nur die Meng: 
disponiblen Sauerstoffs zur Oxydation der ,,Atmungskohlehydrate 
theoretisch ausreicht. 

In nicht geliifteten Suspensionen (Versuch 4C) ist die Aufnahn« 
eine viel geringere und hért dann, nachdem eine bestimmte Grenz 
erreicht wurde, tiberhaupt auf. 

Wird eine Suspension von Hefe in Glycerinlésung sofort nac! 
dem Verteilen filtriert, so ist die aus dem Filtrat verschwundene Meng: 
Glycerin sehr gering (Versuch 4e). 

Ob in diesem Falle Adsorptions- und Diffusionserscheinungen ode! 
Assimilationsvorginge im Spiele sind, vermégen wir vorderhand nichi' 
zu entscheiden. 
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Die Vermutung, das Glycerin werde tiber die Triosen als Zwischen- 
stufe assimiliert, wirde eine Stiitze erhalten, wenn es gelingen wiirde, 
nachzuweisen, daB die Triosen als solche den Suspensionen zugesetzt 
assimiliert werden. Die diesbeziiglichen Untersuchungen sind bereits 
in Angriff genommen worden. 


Uber das Schicksal des assimilierten Glycerins in der Hefe. 
In Anbetracht der geringen assimilierten Glycerinmengen war 
wenig Aussicht vorhanden, tiber das Schicksal der Assimilate in der 
Zelle Niheres zu erfahren. 


A. Atherlésliche Substanzen. 

Die zunichst ausgefiihrten Analysen, die in der Hoffnung, das 
verschwundene Glycerin in den &therléslichen Substanzen etwa als 
Fett oder als Phosphatid wiederzufinden, ausgefiihrt worden sind — wie 
die untenstehenden Resultate zeigen —, gaben ein volistindig negatives 
Resultat. 





Tabelle II. 
gg ere EP “perm, — 
- || Trocken- Atherlésliche Atherlésliche 
Sine ae fee | ee 
Nr. A | Bi<Al B A B A B i 
gies Proz. | Proz.  g g Proz. | Proz. || 


4 11,89 10,86 23,8 21,7 015 O18 13 1.6 Die Trockensubstanz in Proz. 
der frischen Hete. 


4a 13,29 11,89 265 23,8 0,21 O18 15 1,4 | Atherlésliche Substanz in der 


4 96 fundenen Trock bst 
4b 13,09 1226 122 244 024 025 18 20 Sacat & a ao 


Auch haben Fettbestimmungen, die in der urspriinglichen Hefe 
ausgefiihrt wurden, gezeigt, daB der Fettbestand waihrend der Versuche 
durch die Atmungstitigkeit der Hefe nicht verindert wird?). 


B. Mit 2,2- bis 3proz. HCl hydrolysierbare Kohlehydrate. 

Wegen der schon erwihnten Umstinde ist es nicht méglich, die 
Umwandlung des Glycerins in Zellbestandteile von Kohlehydrat- 
charakter, z. B. Glykogen, Cellulose usw. genau zu verfolgen. Immerhin 
haben wir in der glyceringemisteten Hefe stets einen Mehrbetrag an 
leicht hydrolysierbarem Kohlehydrat bestimmen kénnen. 

Doch deckt die Zunahme der Hefe an leicht hydrolysierbarem 
Kohlehydrat nicht die Abnahme des Glycerins im Filtrat, wenn man 
der Berechnung die fiir die Kohlenstoffbilanz aufgestellte Gleichung 
zugrunde legt. 


1) Vgl. auch H. Lundin, |l.c. Siehe hingegen Ida Smedlay Maclean- 
Dorothy Hojfert, Journ. of biol. Chem. (Biochem. Journ.) 17, 120— 141, 1923; 
Chem. Centralbl. 1924, I, 1214. 

Biochemische Zeitschrift Band 150. 20 
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Dieses Resultat steht in Ubereinstimmung mit den Resultat« 
von H. Lundin, der auch gefunden hat, daB sich die Assimilate jn 
einem festen Verhaltnis auf leicht hydrolysierbare und schwer bz 
nicht hydrolysierbare Kohlehydrate aufteilen. 


Tabelle III. 


Leicht hydrolysierbare Kohlehydrate in A und B, in 50g Hefe, bezogen 
auf die Trockensubstanz. 





Mit 3 pas. BAC hydrol. 
Vv Differenz der Trockens ohlehydrat Zunabme an hyd. Koble: 
— substanz A —B x hydrat A—B 
8 | A (22 3a eee 8 





4. 1,03 oe). ..4 1,32 0.38 
4a, 1,40 1,45 | 1,10 0,35 
4b. 0,83 1390 | 1,02 0,28 


Unser Befund, daB Glycerin von Hefe bei reichlicher Gegenwart 
von Sauerstoff assimiliert wird, diirfte cine Bedeutung fiir das Auftreten 
wechselnder Mengen dieses Stoffes bei der alkoholischen Garung be- 
sitzen. Analog den Untersuchungen Pfeffers') itiber Ernaihrung von 
Aspergillus mit Glucose und Glycerin in einer Kultur diirfte es sich bei 
der Bildung und Abnahme des Glycerins in den Giarsubstraten um 
einen Schutz des Glycerins durch die vorhandenen verwertbaren Kohile- 
hydrate handeln, derart, daB nach MaBgabe des Verhiltnisses zwischen 
disponiblem Kohlehydrat und Glycerin beides in einer bestimmten 
Menge assimiliert wird. Bei reichlicher Gegenwart anderer Kolile- 
hydrate wiirde also Glycerin nur wenig assimiliert. 


Zusammenfassung. 

1. Die Assimilation des Glycerins erfolgt ohne CO,-Entwicklung 
auf Kosten des Glycerins. Das Glycerin wird also gespeichert, ohne 
daB nachher sofort das Assimilat oder eine diesem aquivalente Menge 
Atmungskohlehydrat veratmet worden wiire. 

2. Die Aufnahme des Glycerins ist kein rein physikalisch-chemisc her 
ProzeB; sie ist an die reichliche Gegenwart von Sauerstoff gebunden 
Die Aufnahme des Glycerins ist eine durch die vitalen Eigenschaften 


1) Pfeffer, der sich zuerst mit dem Schutz und Mehrverbrauch bestimmter 
Stoffe bei gleichzeitiger Darbietung in einer Kultur beschiiftigte, konnte 
feststellen, wie mit steigendem Glucosegehalt der Nahrlésung gleichzeitig 
dargereichtes Glycerin immer mehr vor dem Verbrauche geschiitzt wird. 
so daB bei iippigem Wachstum von Aspergillus, welchem 8 Proz. Glucos 
geboten wurden, vom Glycerin nach 20 Tagen die gesamte urspriingliche 
Menge von 0,92 auf 100 wiedergefunden werden konnte, wihrend die Hal/te 
des Zuckers verschwunden war. Ahnlich wird Milchséure durch Glucose 
geschiitzt. (Pfeffer, Jahrb. f. wiss. Bot. 28, 215, 1895.) 
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der Zelle fermentativ beeinfluBte, geregelte und begrenzte Assimilations- 
reaktion. 

3. Die aufgenommenen Glycerinmengen sind unabhingig von der 
Konzentration der Versuchslésungen an Glycerin, abweichend vom 
Berthelotschen Verteilungssatz. 

4. Die Trockensubstanzzunahme der Hefe deckt die aus den Lésungen 
verschwundene Glycerinmenge, wenn man der Kohlenstoffbilanz die 
Gleichung | 

2.XC,H,O, + XO, = (C,H,,0,), + 3.X.H,O 
zugrunde legt. 

5. Da die Diffusionsgeschwindigkeit des Glycerins gering ist, sind 
auch die absoluten Mengen Glycerins, die assimiliert werden, gering. 

6. Die aus der Lésung verschwundene Glycerinmenge findet sich 
zum Teil als leicht hydrolysierbares Kohlehydrat in der Trockensubstanz. 

7. Der Fettbestand wird, wie schon Lundin bei Assimilations- 
versuchen mit Hexose usw. gefunden hat, auch bei der Assimilation 
des Glycerins nicht verindert. Dasselbe ist fiir die Proteinstoffe von 
Lundin konstatiert worden. 

Die Assimilation des Glycerins erfolgt wahrscheinlich tiber T'riosen 
oder eine Triose. 

Vom Standpunkt der Thermodynamik ist gegen diese Annahme 
kein Einwand zu finden. 
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Vitaminstudien. 


(Die wasserléslichen wachstumsfirdernden Faktoren. I. Die quantitative 
Messung des bakterienwachstumsfiérdernden Faktors.) 


Von 
Heinrich Davidsohn. 
(Aus dem hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1924.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Lehre von den Avitaminosen nimmt in der Klinik und be- 
sonders in der Pidiatrie einen von Jahr zu Jahr gréBeren Raum fir 
sich in Anspruch. 

Der griindlichen Erforschung der Vitaminwirkung stehen aber bisher 
groBe Schwierigkeiten im Wege; denn iiber die chemische Natur diese: 
Stoffe herrscht noch vélliges Dunkel. Der Weg zu ihrer Isolierung und 
Reindarstellung ist noch nicht gefunden, obwohl schon zahlreiche Biologen 
und Chemiker (z. B. Stepp (5), C. Funk (3). Suzuki und Mitarbeiter, Abder- 
halden und Schaumann] sich diesen Problemen mit unendlicher Miily 
hingegeben haben und gewisse Fortschritte, z. B. beziiglich des B-Vitamins, 
erzielt sind [Funk (3), Seidell (31), Tsukiye (33)). Die Schwierigkeiten 
kénnten aber durch gute Umgrenzung der einzelnen Vitamine hinsichtlicl 
ihrer Leistungen und besonderen Eigenschaften und durch KAldrung de 
Beziehungen zwischen Vitaminwirkung und Vitaminmenge bedeutend heral- 
gemindert werden. Hier mit neuen experimentellen Untersuchungen 
férdernd einzugreifen, ist der Plan dieser Arbeit. 

Auf wie wenig sicherem Boden die  Charakterisierung der Vitamin 
bisher steht, zeigen die vielfailtigen Bemiihungen um die Benennung wid 
Einteilung der Vitamine. Es gelang zunichst nur, die in vielen Vegetabilien 
vorkommenden wasserléslichen Stoffe und die in manchen Fettarten ent 
haltenen Substanzen zu unterscheiden. Man wihlte damals fiir sie be. 
zeichnungen wie z. B. x-Saéure (Hulshoff-Pol), Oryzanin (Suzuki), Anti 
beriberin, Oridin (Hofmeister), Extraktstoffe (Aron), Nutramine, Eutonine 
(Abderhalden und Schaumann) bzw. Lipoide (Stepp). Spater empfa!! 
Mc Collum die Substanzen alphabetisch fortlaufend zu benennen. Dieser 
Vorschlag hat Anklang gefunden, und die Einteilung der Vitamine in «ic 
Stoffe A, B,C (und D) ist sowohl in der amerikanischen wie in der deutschen 
Literatur gegenwirtig weit verbreitet. Der alphabetischen Einteilun¢ 
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stehen aber schwere Bedenken entgegen. Die als vorwiegende Trager des 
fettléslichen A-Vitamins bekannten Nahrstoffgemische, wie Lebertran und 
Butter, haben im Experiment so differente Wirkungen gezeigt, daB die 
Annahme zweier fettléslicher, in der Wirkung verschiedener Vitamine 
unabweislich erscheint (vgl. z. B. Stepp). Beziiglich des B- und C-Faktors 
ist es wahrscheinlich geworden, daB sie Gemische von Stoffen mit ver- 
schiedenen chemischen und physikalischen Eigenschaften und verschiedener 
biologischer Wirkung darstellen, und als Vitamin D wird von Me Collum 
ein zweites fettlésliches und von Funk ein anderes wasserlisliches Vitamin 
bezeichnet. Neuerdings ist von deutscher Seite [Aron (1)] eine innerlich 
begriindete Einteilung, namlich eine Unterscheidung auf Grund der bio- 
logischen Wirkung vorgeschlagen worden, wie sie bei den Fermenten all- 
gemein angenommen worden ist. Nach dieser Einteilung ist von resistenz- 
erhdhendem Nahrstoffaktor, ansatzférderndem und antiskorbutischem zu 
sprechen. Abderhalden (6) scheint dieser Ansicht beizupflichten, denn er 
schreibt: ,,Es wird, solange man das oder die den einzelnen Wirkungen 
zugrunde liegenden Prozesse nicht kennt, zweckmiBig sein, Ausdriicke 
zu wahlen, die die Art des Einflusses der Substanzen kennzeichnen, ohne 
dariiber hinaus einen etwaigen Hinweis auf eine mégliche Struktur zu geben“. 
Demzufolge spricht Abderhalden neuerdings von ,,Atmungs-, Wachstums- 
und Erhaltungsstoffen**. Ein innerlich so gut begriindetes Einteilungs- 
prinzip wie dieses ist bei dem gegenwirtigen Stand der Kenntnisse ohne 
Zweifel als das zweckmaBigste anzuerkennen, ist doch die biologische 
Wirkung beim Fehlen jeder niaheren Vorstellung iiber den chemischen 
Aufbau der Vitamine vorliufig das einzig Greifbare. Die Einteilung nach 
der biologischen Wirkung wird aber selbst von Aron nicht konsequent 
durchgefiihrt. Aron und Gralka (1) stellen vielmehr zuniichst zwei Haupt- 
gruppen auf: die wasserléslichen und die fettléslichen Faktoren, und teilen 
erst die Untergruppen nach der biologischen Wirkung ein. Dieses Einteilungs- 
prinzip stellt also vorlaufig einen Rahmen dar, zu dem das Bild auf Grund 
neuer experimenteller Untersuchungen erst zusammengesetzt werden mub. 

Uber die Beziehungen zwischen Vitaminwirkung und Vitaminmenge 
existieren nur wenige und zum Teil sich widersprechende Angaben, da die 
Messung der Vitaminwirkung noch mit zu groBen Schwierigkeiten zu kiimpfen 
hat. Und doch sind genaue Angaben iiber die Wirksamkeit der vitamin- 
haltigen Nahrungsmittel und die zur Vorbeugung und Heilung der ver- 
schiedenen Avitaminosen erforderlichen Mengen dieser Stoffe unbedingtes 
Erfordernis fiir zielbewuBtes therapeutisches Handeln. Diese Forderung 
ist um so energischer deshalb zu erheben, weil nach neueren Erfahrungen 
die Wirksamkeit der vitaminhaltigen tierischen und besonders pflanzlichen 
Nahrungsstoffe in Abhingigkeit von zum Teil geklarten, zum Teil noch 
ungeklirten Faktoren groBen Schwankungen unterliegt. 

Die Schwierigkeiten, die sich der quantitativen Messung der Vitamin- 
wirkung entgegenstellen, sind auf mehrere Momente zuriickzufiihren. Man 
denke an den vorher besprochenen Mangel einer geniigenden Charakteri- 
sierung der Vitamine, an das gewéhnlich gemeinschaftliche Vorkommen 
mehrerer Vitamine in der Natur, an die gegenseitige Abhingigkeit gewisser 
Vitamine bei ihrer Wirkung und an die Notwendigkeit, die Messung 
groBenteils mit langwierigen Tierexperimenten vorzunehmen. Man wird 
deshalb, wenn man die Messung der Vitaminwirkung mit neuen Experi- 
menten férdern will, zunichst sich ein bescheidenes Ziel stecken und eine 
méglichst leicht iibersehbare Versuchsanordnung wihlen miissen. 
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Es wird im folgenden immer von der Messung der Vitaminwirku, 
und nicht der Vitamine, und von der Wirksamkeit der vitaminhaltig: 
Nahrungsstoffe und Vitaminpriparate und nicht von ihrem Gehalt a) 
Vitaminen gesprochen werden. Denn es kann ja nur die Wirkung gemess+; 
werden und die Wirksamkeit braucht nicht dem Gehalt zu entspreche: 
Man denke z. B. an die Verhiltnisse bei den Fermenten; zwei Lésunge: 
mit gleichen Zusiétzen einer Fermentlésung kénnen bei verschiedenc: 
Wasserstoffionenkonzentration ganz verschiedene Wirksamkeit haben. Fi: 
die Wirksamkeit ist die Menge des wirksamen Prinzips nur eine der Be- 
dingungen. 

Der Plan der vorliegenden Arbeit weist also auf zwei Ziele hin, aui 
neue Méglichkeiten zur schirferen Charakterisierung einzelner Vitamin: 
und auf eine Messung von Vitaminwirkungen. Die Vitamingruppe, di: 
Mittelpunkt der folgenden Untersuchungen sein soll, ist die Gruppe de, 
wasserléslichen wachstums- oder ansatzférdernden Faktoren, zweifellos eine de 
am wenigsten erforschten aller Vitamine, eine Vitamingruppe, die nac/ 
dem Urteil einiger Autoren [Aron (7), Fréhlich (14)] berufen scheint, ein 
bedeutsame Rolle in der pidiatrischen Klinik zu spielen. Das folgenc 
Kapitel soll die Berechtigung fiir die Aufstellung einer derartigen Vitamin. 
gruppe erweisen, sowie eine kurze Ubersicht iiber das, was bisher iiber di: 
Faktoren dieser Gruppe bekannt geworden ist. 


II. Die wasserléslichen wachstumsfirdernden Vitamine. 


Bei der folgenden Besprechung werden aus der Gruppe der wasser- 
léslichen wachstumsférdernden Vitamine diejenigen beriicksichtigt werden, 
die bereits eine etwas eingehendere Bearbeitung erfahren haben. Es sind 


dies die Faktoren, die das Wachstum der Hefe, der Bakterien und der 
héheren Organismen zu beeinflussen vermégen. 

Die Berechtigung zur Einordnung dieser Faktoren in eine gemeinsame 
Gruppe wird darin gesehen, daB das Wachstum ein biologischer Vorgang 
ist, der sich in der ganzen belebten Welt in gleicher Weise abspielt. Wachstum 
kann in Anlehnung an die Anschauungen der Physiologen und Pidiater 
als die in morphologischem und chemischem Sinne artgemiBe Entwicklung 
definiert werden. Der Ausdruck des Wachstums ist allerdings bei Mikro- 
und Makroorganismen verschieden. Er gipfelt im wesentlichen bei den 
Mikroorganismen in der Vermehrung der Anzahl der Individuen, bei den 
Makroorganismen in der Massenzunahme des Einzelindividuums. 

Gegen diese Auffassung werden vielleicht zwei Einwinde erhoben werden : 
1. Der Mangel jedes Vitamins hemmt das Wachstum; jedes Vitamin kann also 
als wachstumsférdernd angesprochen werden. 2. Die Wachstumsférderung 
von Mikro- und von Makroorganismen scheint trotz der Ahnlichkeit de~ 
zugrunde liegenden biologischen Vorganges wenig Gemeinsames zu haben, 
denn beim Mikroorganismus wird das Wachstum einer Zellart stimuliert, 
beim Makroorganismus hingegen eine groBe Zahl verschiedener Zellarten mit 
spezifischer Funktion. Dem ersten Einwand gegeniiber ist darauf hinzu- 
weisen, daB die Wachstumsférderung bei einzelnen Vitaminen, z. B. beim 
antiskorbutischen, nur eine Nebenwirkung ist, bei anderen, z. B. den oben 
erwahnten, die einzige bisher bekannte. Nominatio fit a fortiori (vgl. spater) 
Dem zweiten Einwand kann entgegengehalten werden, daB das Wachstum 
der Makroorganismen wohl als reguliert durch ein Zentralorgan vorgeste|! 
werden muB, wobei dahingestellt bleiben mag, ob dieses Organ das Sexua! 
organ, die Thymusdriise oder ein anderes Organ ist. Folgt man dieser 
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Annahme, so ist der Zellkomplex, der vom wachstumsférdernden Vitamin 
unmittelbar beeinfluBt wird, beim Makroorganismus von derselben Einheit- 
lichkeit wie beim Mikroorganismus. 


A, Das hefewachstumsférdernde Vitamin. 


Wildier (34) hat bereits im Jahre 1901 durch eingehende experimentelle 
Untersuchungen festgestellt, da8 fiir das Wachstum der Hefe eine be- 
sondere Substanz notwendig ist. Diese Substanz, von ihm ,,Bios‘* genannt, 
fehlt nach seinen Beobachtungen in den kiinstlichen Nahrlésungen, ist aber 
in der Bierwiirze und in wachsenden Hefekulturen vorhanden. Die Fest- 
stellungen Wildiers sind damals nicht verstiindlich gewesen und nach 
heftiger Diskussion abgelehnt worden ; spatter wurden sie von verschiedenen 
Forschern nachgepriift und bestitigt (z. B. Williams, Bachmann). Williams 
hat sogar eine quantitative Methode der das Hefewachstum firdernden 
Substanzen ausgearbeitet. Verschiedene Autoren [Bachmann, Williams, 
Funk und Dubin (3), Swoboda] haben eine Ubereinstimmung dieser Substanz 
mit dem B-Vitamin angenommen und deshalb die Beschleunigung des 
Hefewachstums als MaSstab fiir die quantitative Bestimmung des Gehalts 
an Vitamin B empfohlen. Diese Identifizierung ist aber nach den jetzt 
vorliegenden Tatsachen als irrig zu bezeichnen. Williams und Olsen schlieBen 
auf Grund der friiheren Veréffentlichungen und eigener Erfahrungen, 
daB diese beiden Substanzen zwar in vieler Hinsicht ahnlich, aber doch 
in ihrer Léslichkeit und Fiallbarkeit verschieden sind (vgl. spiter). Funk 
hat fiir das Hefewachtumsvitamin die Bezeichnung Vitamin D vor- 
geschlagen. 


B. Das bakterienwachstumsférdernde Vitamin. 


Uber die Tatsache, daB Bakterien durch vitaminartige Stoffe im Wachs- 
tum beschleunigt werden, existieren mehrere Mitteilungen; spirlich ist 
dagegen die Zahl der Bakterienarten, deren Vitaminbediirfnis naiher unter- 
sucht worden ist. Denn wenn auch die Beobachtung Bertrands iiber die 
Bedeutung von Hefeauszug fiir die Ziichtung des B. xylinum (1904), sowie 
die Empfehlung Noguchis (1911) betreffs Zusatz von sterilem Hodengewebe 
zur Ziichtung von Spirochiten bereits viele Jahre zuriickliegen, so ist 
die richtige Erkenntnis dieser Vorgiinge wesentlich spiter, naémlich in den 
Kriegsjahren gekommen. Erst zu dieser Zeit hat deshalb eine zielbewuBte 
Untersuchung der Wachstumsbeschleunigung von Bakterien durch vitamin- 
artige Stoffe beginnen kénnen. Als erste hat wohl Dorothy J. Lloyd (24) 
darauf hingewiesen, daB das Wachstum frisch aus den Organen geziichteter 
Meningokokken durch solche Stoffe wesentlich geférdert werden kann. 
Diese Beobachtungen sind spiiter verschiedentlich bestatigt und ergiinzt 
worden. [Altere Literatur siehe bei Funk (3)]. Es hat sich in diesen Unter- 
suchungen feststellen lassen, daB auch andere Bakterien durch den Zusatz 
von Organextrakten und von pflanzlichen Abkochungen in ihrem Wachstum 
geférdert werden. Begreiflicherweise ist die Aufmerksamkeit besonders 
auf die schwer ziichtbaren Bakterienarten wie Meningokokken, Gonokokken 
und Influenzabazillen hingelenkt worden. Die systematische Bearbeitung 
der Frage iiber die Bedeutung der empirisch gefundenen und in der 
Bakteriologie oft angewendeten Zusitze von tierischen und pflanzlichen 
Extrakten steht aber noch aus. Es l48t sich deshalb bisher noch nicht 
klar sagen, wieweit die beschriebene wachstumbeschleunigende Wirkung 
von Blut, Serum, Ascites, Gehirn, Fleisch, Extrakten aus Hefe, Kleie, 
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Kartoffeln, Karotten u.a. als reine Vitaminleistung zu betrachten is: 
und wieweit eine Wirkung anderer Art, z. B. die Zufuhr wichtiger Eiwei\). 
bausteine oder von Himoglobin mit hineingespielt. In jiingster Zeit hat 
Leichtentritt (21) den Versuch gemacht, mit Hilfe des Phainomens de: 
Wachstumsbeschleunigung von Bakterien durch vitaminartige Stoffe ci: 
bakteriologische Diagnose am Krankenbett zu férdern; er hat insbesonder 
die Beschleunigung des Wachstums von Diphtheriebazillen und schleclit 
wachsenden Staphylokokken durch Citronensaft studiert. Leichtentrit: 
und Zielaskowski (22) haben diese Versuche fortgesetzt und kiirzlich dariiber 
berichtet, daB das Wachstum einiger Vertreter der Typhus-Koligrup). 
auf einem kiinstlichen Nahrboden durch Citronensaft deutlich geférdert 
wird. Es kann also als bewiesen gelten, daB wenigstens einige Bakterien- 
arten auf Vitaminzufuhr mit einer Wachstumsbeschleunigung antworten; 
die Bakterien scheinen aber nicht in gleicher Weise auf die Zufuhr vitamin- 
haltiger Stoffe angewiesen zu sein, wie die héheren Organismen. Mégliche: 
weise sind einzelne Bakterienarten von der Vitaminzufuhr giinzlich un 
abhingig. Nach den bisherigen Beobachtungen ist es méglich, daB ein 
kleine primire Vitaminmenge geniigt, um manche Bakterien dauernd 
von der Vitaminzufuhr unabhiangig zu machen. Als pflanzliche Organismen 
scheinen die Bakterien oft zur synthetischen Bildung vitaminartiger Stoffe 
befahigt zu sein. Ein Beispiel von Vitaminsynthese liefern die interessanten 
Untersuchungen von Pacini und Russel (29), Ausgehend von der Beobachtung, 
da8 Typhusrekonvaleszenten oft ein ganz bedeutendes Kérperwachstum 
zeigen, haben diese Autoren Typhusbazillen auf gewéhnlichem vitamin 
freien Uschinsky-Nahrboden wachsen lassen und sauren alkoholischen 
Extrakt aus den Bakterien sowie den zuriickgebliebenen Nahrboden an Ratten 
auf Vitaminwirksamkeit gepriift. Mit dieser Anordnung hat die Anwesenheit 
von Vitamin in den Leibern der auf vitaminfreien Nahrbéden gewachsenen 
Typhusbazillen erwiesen werden kénnen. 


C. Das fiir héhere Organismen wirksame wachstumsférdernde Vitamin. 


Der fiir die Klinik interessanteste Faktor ist das im Tierversuch und 
beim Menschen wirksame wachstumsférdernde Vitamin. Will man das 
Fazit aus den bisherigen Untersuchungen iiber diesen Faktor ziehen 
so kann nach dem Ergebnis der verschiedenen Experimente an wachsenden 
Tieren an der Existenz eines fiir Tiere wirksamen wachstumsférdernden 
Faktors sowie an seiner Zugehérigkeit zum Komplex des ,,B-Vitamins’ 
nicht mehr gezweifelt werden. Die im Tierversuch erzielten Resultate 
kénnen aber nicht ohne weiteres auf den Menschen iibertragen werden. 
Die Befolgung dieser Grundregel der Biologie scheint bei der Vitaminlehr 
besonders wichtig zu sein. Es sei zam Beweis an die verschiedene Wirksam- 
keit des antiskorbutischen Vitamins bei den einzelnen Tierarten erinnert 
[vgl. Hess (18)]. Da sich also die Beurteilung der auf den Menschen wirkenden 
Substanz letzten Endes auf Versuche an Menschen stiitzen muB, wird sic 
wegen der Unvollstandigkeit der bisherigen Ergebnisse sowie wegen cer 
Undurchsichtigkeit der Bedingungen des klinischen Versuchs vorliufig 
noch schwierig sein. Die Méglichkeit, eine volistandige vitaminfreie Grund- 
nahrung anzuwenden, gibt dem Tierexperiment Bedingungen, wie sie im 
klinischen Versuch nicht nachgeahmt werden kénnen. Beim Menschen 
wird der Nachweis der Wachstumsférderung kaum anders wie durch da= 
Aufhéren eines bestimmt charakterisierten Gewichtsstillstandes nac!i 
Vitaminzusatz méglich sein; und auch dieses Ergebnis wird oft genug nov! 








PM ist 
Liweil}- 
ait hat 
is der 
ife ale 
ondere 
hlecht 
tentritt 
aru ber 
TU ppe 
Ordert 
teri n- 
orten: 
amin- 
licher- 
h un 

3 eine 
uernd 
ismen 
Stoffe 
anten 
itung, 
tum 
amin 

schen 
atten 
nheit 


senen 


in. 
1 und 
| das 
ehen 
nden 
nden 
nins” 
tate 
rden. 
lehre 
sam - 
inert 
nden 
d sie 
der 
iufig 
und- 
> im 
chen 
das 
rach 
210ch 





Vitaminstudien. 309 


mehrdeutig sein. Was die bisherigen Ergebnisse betrifft, so muB zugegeben 
werden, daB weder die Fille Arons (7) noch die Frdéhlichs (14) die Existenz 
dieses Faktors klar zu beweisen vermégen. Die Zahl! der Fille ist zu klein 
fiir ein Urteil, der Verlauf der Kurven auch anders zu deuten, und schlieBlich 
sind in den benutzten Vitaminpraparaten (Rubio, Metagen) alle Vitamine 
enthalten, so daB ein SchluB auf die Wirkung eines bestimmten Faktors 
nicht ohne weiteres berechtigt erscheint. Der Gehalt von Rubio an anti- 
skorbutischem Vitamin z. B. ist durch die Beobachtungen von Aron (7), 
Freudenberg (13), Davidsohn (10) und Gralka (16) sichergestellt.  Fiir die 
Existenz des wachstumsférdernden Faktors spricht es, daB Rubio auch 
durch zweistiindiges Kochen bei alkalischer Reaktion, d.h. unter fiir das 
antiskorbutische Vitamin ungiinstigen Bedingungen in seiner ansatz- 
fordernden Fahigkeit nicht nachweisbar geschwicht wird (Aron). 

SchlieBlich weist Aron mit Recht darauf hin, daB die Existenz des fiir 
Menschen wirksamen Faktors schon wegen der analogen Beobachtungen 
an den verschiedenen niederen und héheren Organismen wahrscheinlich ist. 
Man wird deshalb vorliufig sich mit der Feststellung begniigen miissen, 
daB die Existenz eines fiir den Menschen wirksamen Faktors zwar selir 
wahrscheinlich, aber klinisch noch nicht bewiesen ist, und wird auch die 
Frage nach den gegenseitigen Beziehungen der ansatzférdernden Faktoren 
spiteren Untersuchungen tiberlassen miissen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB die wachstumsférdern - 
den Vitamine wegen der Ahnlichkeit ihrer biologischen Wirkung zu einer 
Vitamingruppe vereinigt werden kénnen. Die einzelnen wachstumsférdernden 
Vitamine sind aber noch recht unscharf begrenzt und ikre gegenseitigen 
Beziehungen noch wenig bekannt. Zur Durchfiihrung des anfinglich be- 
zeichneten Versuchsplanes ist die Messung der Leistung von Faktoren 
dieser Vitamingruppe als das erste Ziel der Arbeit gewahlt worden. 


Ill. Experimentelle Untersuchungen iiber die quantitative Messung der 
Wirksamkeit der bakterienwachstumsférdernden Substanz. 

Den Verfahren, die fiir die Messung von Vitaminen und vitamin- 
artigen Stoffen bisher angegeben worden sind, haften noch mehr oder 
minder erhebliche Mangel an. Diese Mangel bestehen zum Teil in der 
Vieldeutigkeit, zum Teil in der groBen Umstandlichkeit und Kost- 
spieligkeit der Methoden. Was insbesondere die wachstumsférdernden 
Faktoren betrifft, so ist eine quantitative Messung vorlaufig nur fir 
die hefewachstumsférdernde Substanz eingehender studiert worden 
(Literatur s. bei Funk, Aron und Gralka). Obwohl auch dieses Verfahren 
noch umstiindlich ist und in den Ergebnissen nicht immer eindeutig 
zu sein scheint, so diirfte es doch die Bestimmung der hefewachstums- 
férdernden Wirkung mit einer gewissen Genauigkeit gestatten. 

Fiir eine weitere Férderung der Kenntnisse iiber die wachstums- 
férdernden Faktoren im Sinne des anfangs skizzierten Arbeitsplanes 
diirfte deshalb die Messung der das Wachstum von Bakterien und 
héheren Organismen beschleunigenden Substanzen in erster Reihe in 
Betracht kommen. Im folgenden sollen die Versuche besprochen werden, 
die auf die Ausarbeitung eines Verfahrens zur quantitativen Messung 
der bakterienwachstumsférdernden Wirkung hinzielen. 
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Die auf Hefen und Bakterien wirksamen Faktoren werden hie: 
trotz der nahen Verwandtschaft beider Arten entsprechend dem Ge. 
brauch in der Literatur gesondert betrachtet. So wahrscheinlich auc) 
die Identitaét Gieser Faktoren sein mag, sie ist bisher experimente!| 
nicht bestatigt worden. Sollte durch neue Untersuchungen die Identiti 
dieser Faktoren bewiesen werden kénnen, so wird man Hefen und 
Bakterien als Substrat fiir die Priifung des gleichen wachstumsférdernde 1 
Faktors verwenden kénnen. Beriicksichtigt man die Schwierigkeite:. 
welche die Ziichtung geeigneter Hefearten im Vergleich zu denen 
anspruchsloser Bakterien bieten, und die gréBere Haltbarkeit der Auf- 
schwemmung von Bakterien, was besonders fiir die optischen Methoden 
von Bedeutung werden wird, so verdienen bei einer Identitat der fiir 
Hefen und Bakterien wirksamen Faktoren die Bakterien als Substrat 
zweifelsohne den Vorzug. Aus diesem Grunde ist ganz unabhingig 
von der Identitatsfrage, deren Priifung auch in Aussicht genommen ist. 
in den folgenden Untersuchungen der bakterienwachstumsférdernde 
Faktor studiert worden. 

Der Versuch, die Wirksamkeit des bakterienwachstumsférdernden 
Faktors zu messen, bedeutet den .Versuch zur Messung des Bakterien- 
wachsiums unter dem Einflu8 vitaminhaltiger Zusiitze. Er hat lange 
methodische Vorarbeiten erfordert. Die erste Frage hat der Wahl eines 
geeigneten Bakteriums gegolten. 

DaB nicht alle Bakterien in gleicher Weise vitaminbediirftig sind, 
ergibt sich aus dem friiher Gesagten. Zur Wahl des geeigneten Bakteriums 
sind besondere Voruntersuchungen angestellt worden. Zum Nachweis 
der Wachstumsbeschleunigung ist fiir die Vorversuche die Methode 
von Leichtentritt und Zielaskowski (22) benutzt worden. 

Als Vitamintriger dienten Apfelsinensaft, neutralisierter Citronen- 
saft, PreBsaft aus WeiBkohl, Rhabarber und anderes. Der Apfelsinen- 
saft wurde teils frisch, teils gekocht verwendet, die iibrigen Safte alle 
gekocht. Die Saftmenge betrug 0,5 com; der Nahrboden war stets Agar. 

Die folgende Zusammenstellung zeigt das Resultat der Vorversuche : 


Die Wachstumsbeschleunigung ist: 
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Pyocyaneus’ | Diphtherie | Gefliigelcholera 
Typhus | Staphylococcus | Crassus 
Coli Streptococcus Cholera 
Flexner Friedlinder  Tetragenus 
Shiga | | Melitensis 
Gartner Milzbrand 
Metschnikoff | | Pneumococcus 
Prodigiosus | Subtilis 
Pertussis 
Rotlauf 





Dip 
lesu 
bei 

ma) 


gew 
dies 
hole 
das 


beo 


geet 





enen 
Auf- 
den 
fiir 
strat 
ngig 
ist, 
nde 


den 
ien- 
nge 


ines 


ind, 
Inis 
veils 


ode 


en- 
en- 
alle 
ar, 
he : 





311 









Vitaminstudien. 








Von jeder Bakterienart wurde nur ein Stamm, bei einigen, z. B. 
Diphtherie, Typhus, Koli u. a. wurden mehrere Stémme gepriift. Die Ab- 
lesung des endgiiltigen Resultats erfolgte in der Regel nach 10 bis 24 Stunden ; 
bei dem im Zimmer gehaltenen Prodigiosus wurde das Beschleunigungs- 
maximum nach 48 Stunden festgestellt. 

Ein greifbarer Unterschied in Abhangigkeit von der Art des an- 
gewendeten Saftes bzw. seiner Vorbehandlung (Kochen) hat sich bei ' 
diesen Vorversuchen nicht ergeben (vgl. spiiter). Das allmaihliche Ein- f 
holen des beschleunigten Wachstums durch die Kontrollkulturen, auf f 
das Leichtentritt und Zielaskowski aufmerksam machen, hat mehrfach j H, 
beobachtet werden kénnen. R 

Auf Grund dieser Vorversuche ist der Kolibazillus als am meisten 
geeignet befunden worden. Der nicht pathogene Charakter, die relative 
Anspruchslosigkeit, das schnelle Wachstum und die Empfindlichkeit 
gegeniiber dem Vitaminzusatz wiesen auf ihn hin. In den spiteren 
Versuchen kamen noch zwei andere Eigenschaften des Kolibazillus 
zustatten, namlich seine Agglutinabilitét durch ein entsprechendes 
Serum und seine starke reduzierende Fiahigkeit gegeniiber bestimmten 
Farbstoffen. 

Fiir die Hauptzahl der Versuche ist ein Kolistamm Ciska verwendet 
worden, der ebenso wie das ihn agglutinierende Serum (das im Handel ° 
befindliche Koliserum dieser Fabrik) von den Sdchsischen Serumwerken 
Dresden freundlichst zur Verfiigung gestellt worden ist. 

Bei den Bemihungen um ein fiir diese Versuche geeignetes Ndhr- 
substrat ist die Wah] zunichst auf eins der im Laboratorium iiblichen, 
auf denen der Kolibazillus gut wachst, gefallen. Diese Naihrsubstrate 
kénnen als vitaminarm angesprochen werden. Die Férderung des 
Wachstums auf synthetischen, aus chemisch reinen Produkten zu- 
sammengesetzten, also absolut vitaminfreien Nahrbéden ist eine Frage, 
die noch besonderen Untersuchungen iiberlassen bleiben mu8. Welchem 
der tiblichen Nahrbéden ist aber der Vorzug zu geben, einem festen - 
oder einem fliissigen’? Leichtentritt und Zielaskowski haben fast aus- oF; 
schlieBlich die Agarplatte, also einen festen Nahrboden verwendet. ty 
Ein fliissiger Nahrboden, wie Bouillon, dirfte geeigneter sein. Er bietet ie 
eine bessere Méglichkeit fiir Zusiitze von Saften und Pufferlésungen 
sowie fiir die Diffusion der Nahrstoffe und Stoffwechselprodukte, d. h. 
er leistet gréBere Gewahr dafiir, daB wihrend der Versuchsdauer die 
gewiinschte Reaktion') erhalten und das Substrat so gut wie nur 
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*) Als die gewiinschte Reaktion wurde ein py = 7,4 angesehen. Sie 
wurde in der Regel durch Zusatz von 1,0 cem eines Gemisches von einem Teil 
n/3 primaérem zu vier Teilen n/3 sekundiérem Natriumphosphat auf 10,0 cem 
Nahrsubstrat erreicht, da die notwendigen Saftmengen gewéhnlich sehr 
klein waren. Soll die zu untersuchende Saftmenge einmal gréBer sein (etwa YS 
mehr als 1,0ccm des Originalsaftes), so miissen stark saure Siafte, wie oe 
Citronen-, Tomaten- und Rharbarbersaft, zuvor neutralisiert werden. ae 
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méglich durchmischt bleibt. Gegen die Verwendung fester Nahrbédey 
spricht auch, daB sich Agar- und Gelatineplatten durch den Puffer. 
zusatz (1 bis 2cem eines Gemisches von n/3 primiirem und n/3 sekwn- 
direm Natriumphosphat im Verhiltnis 1:4 (pq = 7,4) auf 10 com 
Agar bzw. Gelatine) sowie durch Zusatz von Fruchtsiiften hautiy 
triiben. Solche Platten verlieren ihre Homogenitaét und bekommen 
Streifen, die sich mikroskopisch als Kristalle und amorphe Massen 
zu erkennen geben und die Zihlung der Kolonien sehr erschweren 
Bouillon enthalt geringe Mengen von Faktor B. 

Infolge der Wahl eines fliissigen Nihrbodens muBte fiir die Haupt- 
versuche auf das von Leichtentritt und Zielaskowski benutzte MeBver- 
fahren verzichtet werden. Dieser Verzicht wurde erleichtert durch di: 
Erkenntnis, daB das Plattenverfahren sich zwar fiir die Zwecke der 
genannten Autoren als geeignet erwiesen hatte, fiir quantitative Unter- 
suchungen aber viel zu grob und ohne Méglichkeiten zur Verfeinerung 
erschien. Seine Hauptfehlerquellen diirften in folgenden Momenten 
liegen: 1. Bei der Beimpfung ist es nicht méglich, die gesamte Ober- 
flache der Platte auszunutzen, 2. ein von Zufilligkeiten abhiangendes 
Zusammenklumpen von Keimen kann nicht verhiitet werden, 3. ver- 
schiedene Stellen der Platte zeigen oft widerspruchsvolle Resultate, 
wahrscheinlich als Folge des Zusammenklumpens bei der Beimpfung 

Fir die Messung des Bakterienwachstums in Ndhrlésungen sind 
zwei Wege gangbar, die direkte Messung, d. h. die Bestimmung der 
Keimzahl, oder die indirekte, d. h. die messende Verfolgung einer 
Bakterienfunktion, wie Siurebildung, Girung und Sauerstoffzehrung 
als Ausdruck des Keimzuwachses. 


A. Die direkten MeBmethoden. 
a) Messung durch das Plattenzahlverfahren. 

Das am hiaufigsten geiibte Verfahren zur direkten Bestimmung 
der Keimzahl einer Niahrlésung ist wohl das Plattenzihlverfahren 
Das Plattenzihlverfahren ist zwar genau, aber umstiindlich. Wenn 
es trotzdem fiir eine gréBere Anzahl von Untersuchungen benutz' 
worden ist, so geschah es wegen des Vergleichs mit den iibrigen Methoden 
und zur Beantwortung bestimmter Fragen. 

Indem auf die Mitteilung der methodischen Einzelheiten verzichte' 
wird, sei hier als Resultat dieser Versuche folgendes hervorgehoben 

Durch den Zusatz geringer Mengen verschiedener Obst- und Ge- 
misepreBsifte erfihrt das Bakterienwachstum eine starke, durch das 
Plattenzihlverfahren nachweisbare Beschleunigung. Das Maximum 
dieser Beschleunigung, die als Vitaminwirkung aufgefaBt wird (vz! 
spater), liegt bei etwa 6 Stunden Wachstumsdauer. 
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Uber die Art der Vitaminwirkung erfaihrt man aus den Versuchen, 
dab der férdernde Faktor das Wachstum nur im Anfang beschleunigt, 
und daB sich der Wachstumsvorsprung schlieBlich ausgleicht. 


b) Messung durch Zahlkammerzahlung. 

Da das Plattenzihlverfahren fiir die vorliegenden Zwecke recht 
umstindlich ist, lag es nahe, eine direkte Keimzdhlung, z. B. die Wright- 
sche Zihlmethode oder die Zahlung in einer Blutkérperchenziblkammer 
zu versuchen. 

Die Wrightsche Zahlmethode ist nach Soltmann (32) fiir derartige Zwecke 
nicht praktisch. Die Zahlkammermethode ist zur Bakterienzihlung zuerst 
von Hueppe und Lafar empfohlen worden, spiiter von Winterberg, Reiter, 
Murry u. a. Soltmann hat sie zur Priifung der Konzentration von Cholera- 
Impfstoffen mit gutem Erfolge benutzt. Ein Vorteil dieser Methode ist 
ihre Schnelligkeit. Der Geiibte kann eine Zahlung in einigen Minuten 
beenden, wiahrend beim Plattenzaihiverfahren das Resultat besten falls 
am anderen Tage, eventuell erst nach mehreren Tagen unter Anwendung 
etwa der gleichen Zeit zu erzielen ist. 

Fiir die folgenden Untersuchungen ist deshalb die Zdhlkammer- 
zéihlung herangezogen worden. Als Zahlkammer ist die Biirkersche 
benutzt worden; sie hat den Vorzug, die gleichzeitige Einfillung von 
zwei Proben zu gestatten. 

Der Vergleich der Messung durch die Zihlkammerzahlung mit der 
durch das Plattenverfahren hat ergeben, daB das Bakterienwachstum 
sowohl in den Vitamin- wie in den Kontrollkulturen bei der Messung 
nach dem Plattenverfahren regelmaBig gréBer erscheint als bei der 
Zahlung in der Kammer. Beriicksichtigt man diesen Unterschied, so 
stimmt das Endergebnis beider Verfahren befriedigend tiberein. Da 
ja alle fiir die Messung der Vitaminwirkung vorgeschlagenen Methoden 
relative sind, eriibrigt es sich, hier naher auf die Differenz der beiden 
Methoden einzugehen. 


c) Messung durch das volumetrische Verfahren. 

Bei weiterem Suchen nach einem bequemen Mefverfahren ist an 
eine volumetrische Methode gedacht worden, nimlich an die volu- 
metrische Messung des durch Zentrifugieren gewonnenen Bakterien- 
bodensatzes. 

Eine derartige Methode ist fiir Keimzahlbestimmungen zuerst von 
Rosental beschrieben worden. Spiiter hat sie Dichtl (11) eingehend 
studiert. Beide Autoren kommen zu einer giinstigen Beurteilung. 

Bei der Anwendung dieses Verfahrens fiir die vorliegenden Zwecke 
haben sich zuniichst zwei fast uniiberwindbar erscheinende Schwierig- 
keiten entgegengestellt: die langsame und wunvollkommene Sedi- 
mentierung von Bouillonkulturen sowie die Neigung der Fruchtsifte 
zur Bildung von Triibungen und eigenen Sedimenten. 
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Dichtl (11) hat schon nachdriicklich darauf hingewiesen, da <\ 
Bakterienaufschwemmung fiir den Sedimentierversuch von Agarkulturen 
herriihren mu8, da sich Bouillonkulturen auch nach mehrmaligem Ais. 
waschen mit Kochsalzlésung nicht klar zentrifugieren lassen. 

Die langsame und unvollkommene Sedimentierung der Koli- 
bouillonkulturen kann durch Zusatz von einem Tropfen eines stark 
agglutinierenden Serums erfolgreich behoben werden. Es wurde hierfiir, 
wie erwahnt, das im Handel befindliche Koliserwm der Sédchsischen 
Serumwerke benutzt, das den Stamm Ciska noch in einer Verdiinnung 
von 1 : 6000 agglutinierte. 

Fir die Erlangung klarer, sedimentfreier Fruchtsiifte hat es 
miihsamer und langwieriger Versuche bedurft. 

Das Sediment der verschiedenen Safte ist dem auBeren Anschein 
nach nicht gleichartig. DaB es jedenfalls nicht immer aus Phosphaten 
besteht, hat nachgewiesen werden kénnen. Zuweilen, aber keineswegs 
regelmaBig, gelingt die Klarung durch scharfes, eventuell wiederholtes 
Zentrifugieren. Mitunter setzt sich nach 24stiindigem Stehen ein 
Niederschlag ab, der abzentrifugiert werden kann. Immer wiederholtes 
Filtrieren durch Papier kann auch zum Ziele fiihren. 

Eine vorzigliche Klarung kann durch Filtration mit dem de Haen- 
schen Membranfilter erreicht werden. Man gewinnt so wasserklare, 
mehr oder minder gefarbte Filtrate und bei Verwendung eines bakterien- 
dichten Filters auch sterile Filtrate. Das bakterienwachstumsférdernde 
Vitamin passiert — wie schon beiliufig hier erwihnt sein mag — das 
bakteriendichte Filter in unverminderter Menge. Leider ist dieses Ver- 
fahren aber kostspielig und miihsam. Die Filter brechen leicht, miissen 
vor Verwendung auf Bakteriendichtigkeit gepriift werden und filtrieren 
mitunter sehr langsam. GréBere Mengen Filtrat zu gewinnen, ist 
deshalb oft schwierig. 

SchlieBlich hat sich als bequemster Weg starke, gewdhnlich zehn- 
lache Verdiinnung des Fruchisaftes erwiesen. 

Stark verdiinnte Safte setzen kein Sediment mehr ab, oder kénnen 
leicht klar zentrifugiert werden. Eine Verdiinnung des Saftes ist anfangs 
vermieden worden, weil der Plan bestand, optimal wirkende Vitamin- 
mengen zu bestimmen. Im Laufe der Untersuchung ist aber der ur- 
spriingliche Plan geindert worden; an Stelle des Optimums wurde 
spaiter ein anderes MaB der Vitaminwirkung aufgesucht (s. dariiber 
spiter). Fir diese Untersuchungen konnten stark verdiimnte Sifte 
benutzt werden. 

Zur Ablesung des Volumens der Bakterienernte sind die Tromms- 
dorfschen Zentrifugierréhrchen verwendet worden. 

Leider zeigen die meisten im Handel befindlichen Réhrchen einen 
scharfen Knick am Ansatz der graduierten Kapillare. Solche Réhren 
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sind unbrauchbar, da ein Teil des Sediments regelmiBig in dem durch 
den Knick gebildeten Winkel haften bleibt. Réhrchen mit nach oben 
konisch auslaufender Kapillare gestatten dagegen eine bequeme und 
genaue Ablesung. 


Der Sedimentierversuch spielt sich folgendermaBen ab: Eine Reihe 
von Reagenzglasern wird beschickt mit je 5,0 cem doppelt konzentrierter 
Bouillon, 1,0 cem Phosphatgemisch, 3,0 ccm Saft in von Réhrchen zu Roéhr- 
chen um die Halfte abfallender Konzentration sowie 1,0 cem der Standard- 
Koliaufschwemmung. Die Kontrolle hat 3,0 cem Wasser an Stelle von Saft. 
Nach vierstiindigem Aufenthalt im Brutschrank von 37°C werden von den 
gut umgeschiittelten Réhrchen mit der Pipette je 5ccm entnommen und 
sofort in ein Trommsdorfsches Réhrchen eingefiillt. Dann wird je | Tropfen 
des agglutinierenden Serums hinzugesetzt und zentrifugiert. Es empfiehlt 
sich, die Proben nach Zusatz des Serums fiir eine Viertelstunde in den 
Brutschrank oder besser in ein Wasserbad von 37° zu stellen zwecks Be- 
schleunigung der Agglutination. Auf den Eintritt einer deutlich sichtbaren 
Agglutination braucht nicht gewartet zu werden; iibrigens ist der Beginn 
der sehr feinflockigen Agglutination der Kolibakterien makroskopisch oft 
kaum zu erkennen. Es mu8 mit elektrischer Zentrifuge (3000 Umdrehungen 
in der Minute) zuniichst eine Viertelstunde zentrifugiert werden. Dann 
erscheint die meistens schon geklarte Fliissigkeit noch getriibt durch einen 
am Rande des Glases befindlichen staubférmigen Bakterienbelag; dieser 
Belag kann mit der Platinése abgekratzt werden. Das Zentrifugieren 
wird hierauf méglichst bis zur Konstanz des Sediments fortgesetzt. Durch- 
schnittlich muB eine halbe bis eine Stunde zentrifugiert werden. Wenn sich 
das Sediment in der Kapillare schlecht absetzt, muB es mit der Platinése 
aufgeriihrt und nochmals zentrifugiert werden. Durch gleichzeitiges Zentri- 
fugieren des ganzen Versuchs in derselben Zentrifuge und mehrmalige 
Ablesung der Sedimentmenge kann man sich vor Irrtiimern schiitzen, 
auch ohne die véllige Konstanz abgewartet zu haben. 

Um das Abbrechen der Kapillare zu verhiiten, sind die Réhrchen beim 
Zentrifugieren in durchbohrte Korke zu stecken. 

Da das Wachstum der Bakterien 
auch nach der Agglutination fort- 
dauert, mu8 unnétiger Zeitverlust ver- 
mieden und das Resultat bald nach 
Beendigung des Zentrifugierens abge- 
lesen werden. Versuche, das Wachstum 
durch Zusatz von Formalin oder durch 
Aufkochen zu unterbrechen, haben 
gezeigt, daB diese Eingriffe Triibungen 
und stérende Sedimente hervorrufen. 

Ein Vergleich des Sedimentierver- fe | 
suchs mit dem Zahikammerverfahren 44, 1, Bakterien- Wachstumsbeschleunigung 
zeigt in der Regel gute Ubereinstim- durch steigende Mengen Apfelsinensaft, mit 
mung der Ergebnisse. Als Beispiel drei verschiedenen Methoden gemessen. 
mehrerer gleichartig ausgefallener Untersuchungen diene der in Abb. | 
wiedergegebene Versuch. Auf der Abszisse der Abb. 1 ist die Saft- 
menge in geometrischer Progression abgetragen, auf der Ordinate die 
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Zunahme der Bakterien (mit verschiedenen Zeichen) nach dem Er- 
gebnis der Keimzahlung, des Sedimentierversuchs und der Triibung:. 
messung (vgl. spater). Die Abb. 1 zeigt, daB alle Ordinatenwerte be- 
friedigend beieinander liegen. 

Bei der volumetrischen Messung sind ausreichende Kontrollen 
fir die Abwesenheit stérender Niederschlige erforderlich. 


d) Messung durch die Bestimmung der Triibung. 

Als letztes der direkten MeBverfahren ist eine optische Methode 
versucht worden. Sie benutzt die Triibung, welche die Bakterien in 
fliissigen Nahrlésungen durch ihr Wachstum bewirken, als MaBstab 
der Vermehrung. Da sich diese Methode als die praktisch brauchbarste 
erwiesen hat, sei etwas niher auf sie eingegangen. 

DaB in Bakterien-Kochsalzaufschwemmungen der Triibungsgrad cer 
Keimzahl parallel geht und also einen SchluB auf die Keimzahl zulabt, 
ist unter anderem bereits von Mohrmann (25) gezeigt worden. Die 
Richtigkeit dieser Behauptung hat durch eigene Untersuchungen be- 
stitigt werden kénnen; als Beweis diene die Tabelle I, zu der eine weitere 
Erlauterung unnétig erscheint. 








Rébrchen | g 


a) Kelieufechwomenung (in phycteleg, 
Na oH 1 7 50 | 3,0 | 20 
3.0 | 5,0 | 70 | 80 
Proz. Proz. | Proz. | Proz. Proz. 
ec) Konzentration (Kontr. Nr. 6 — 100) 667 467 333 200) 133 


d) Durch Triibungsmessung (3 Parallel- j 1.714 476 | 322 | 185 | 128 
bestimmungen) gefundene Konzen- | 2.666 454 322 | 200 | 126 
tration "| 3,602 | 446 | 322 | 200 | 126 


e) Mittel aus 1 bis 3 ~ 660 | 458 | 322 | 195 126 
f) Abweichung e) gegeniiber c).... —1 |—2 —3 —25 —5 
g) Zahikammerzihlung bezogen auf 
\ 437 368 | 246 «186 «6103 
h) Abweichung g) gegeniiberc). . . . —34 |—21—26 —7 —22 sie 
Aus dem Ergebnis von Tabelle I kann noch nicht gefolgert werden. Zabl 
da8 der Triibungsgrad auch ein brauchbarer MaBstab fiir das Bakterien- 
wachstum in Bouillonkulturen ist. Dieser SchluB ist an zwei Voraus- 
setzungen gekniipft; die erste Voraussetzung ist, daB diese Bouillon- 
kulturen gleichmaBige und fiir optische Messungen hinreichend halt bare 
Aufschwemmungen darstellen. DaB diese Voraussetzung zutrifft, hat 
experimentell leicht gezeigt werden kénnen. Bedingungen sind geeig- 
netes Impfmaterial und nicht zu lange Wachstumsdauer. Zweite Voraus- 
setzung ist Gleichheit der durchschnittlichen TeilchengréBe in den 
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optisch zu vergleichenden Aufschwemmungen; denn die Triibung ist 
von der Teilchengréfe ebenso wie von der Teilchenzahl abhingig 
[vgl. Kleinmann (19)}. Die Bedeutung der TeilchengréBe kann man sich 
durch folgende Versuche sehr leicht veranschaulichen: 

Versuch 1: Man fiille in zwei gleich weite Reagenzgliiser je 1 com 
einer dicken Bakterienaufschwemmung und fiige zu Réhrchen a 4 ccm 
destillierten Wassers, zu Réhrchen b 4 ccm physiologischer Kochsalz- 
léisung. Réhrchen a ist dann trotz der gleichen Teilchenzahl triiber 
als b. Grund ist die Zunahme der TeilchengréBe durch Quellung in 
destilliertem Wasser. 

Versuch 2: Stellt man sich eine Aufschwemmung von Hefe und 
von Kolibakterien her, die in leem die gleiche Keimzahl enthalten, 
so erscheint die Hefeaufschwemmung bei der optischen Messung viel 
triiber als die Koliaufschwemmung. Grund ist die verschiedene Teilchen- 
gréBe der Aufschwemmungen. 

DaB auch die zweite Voraussetzung, d. h. die Gleichheit der durch- 
schnittlichen TeilchengréBe, bei der hier gewahlten Versuchsanordnung 
zutrifft, wird durch die regelmaBige Ubereinstimmung der Resultate 
bei Bestimmung des Triibungsgrades und der Keimzihlung bewiesen. 
Als Beleg diene die Tabelle IT. 


Tabelle II. 





Réhrchen 2 3 a 5 6 
com ccm com ccm ccm 


Apfelsinensaft 10fach mit dest. Wasser 
ee ee 3.0 | 0,75 0,19 0,048 0,012 
Destilliertes Wasser auf 3,0 ccm aufgefiillt. 
Doppelbouillon ........ 50 |50 50 50 50 50 
Phosphatgemisch (py = 7,4)..... 1O | 10 10 10 109 190 
Koliaufschwemmung (— Standardkoli) 10 19 #10 #10 #10 10 
Nach 4 Stunden Brutschrankaufenthalt bei 37°C. 
Proz. Proz. | Proz. Proz. Proz. Proz. 
Triibungsmessung auf Nr, 6 100 Proz. | a)312 227 151 135 119 100 
als Kontrolle bezogen in 2 Parallel- 


bestimmungen | b)357 192 151 131 113. 100 
2 eee ee 335 «= 210)—s:«151 | «133 | 116 100 


Zahikammerzahlung bezogen auf Nr. 6 
se ie pe ann paces 379 239 +#+4178 #+%4170 «+139 «#100 


Die Bestimmung der Keimzahl durch die Triibungsmessung ist 
natiirlich nur ein relatives MaB. Die Durchfiihrung der Triibungsmessung 
gestaltet sich praktisch sehr einfach bei Benutzung des von Mohr- 
mann (25) fir die Priifung von Impfstoffen benutzten Apparates, und 
zwar wie folgt: 

Eine Reihe von 11 Reagenzréhrchen wird mit 5,0 ccm einer doppelt 
konzentrierten Bouillon beschickt, mit 1,0cem eines reaktions- 
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regulierenden Phosphatgemisches (pg = 7,4) und mit 3,0cem Sait 
bzw. Saftverdiinnung. Die Saftkonzentration nimmt von Réhrehey 
zu Réhrchen um die Halfte ab. Die Kontrolle (Réhrchen 12) enthiil: 
an Stelle des Saftes destilliertes Wasser. Nach Vorwirmen auf 37° ( 
wird hierzu 1,0 ccm einer steril filtrierten Koliaufschwemmung, <ic 
in 1 eem nach Zahlungen in der Zihlkammer etwa 350 Millionen Keine 
enthalt, hinzugefiigt.1) Nach genau vierstiindigem Aufenthalt im 
Brutschrank von 37° C werden aus der Reihe die drei Réhrchen heraus- 
genommen, die ungefihr doppelt so tribe wie die Kontrolle sind. Von 
diesen Réhrchen werden je 5,0ccem entnommen und durch Zusatz 
von 2,5cem Doppelbouillon und 2,5cem Wasser auf das Doppelte 
verdiinnt. Diese drei Réhrchen werden nun genau auf ihren Triibungs- 
grad unter Benutzung gleich weiter Réhrchen gemessen. Aus den 
Resultaten wird, eventuell durch Interpolation, derjenige Saftgehalt 
berechnet, der dem Verdoppelungswert entspricht, d. h. der innerhalb 
4 Stunden die Bakterienmenge gegeniiber der Kontrolle zu verdoppeln 
vermocht hat. 

Auf Grund der experimentellen Erfahrungen kann festgestellt 
werden, daB die Messung des Triibungsgrades in der vorher beschriebenen 
Weise eine sehr bequeme und dabei hinreichend genaue Methode zur 
Bestimmung des Bakterienwachstums und zur Messung der bakterien- 
wachstumsférdernden Wirkung ist. 

Es ist anzunehmen, da diese einfache Methode auch noch fiir andere 
Probleme wird verwendet werden kénnen. Vorléufig ist beabsichtigt, 
sie zur Messung des Hefewachstums zu erproben, um das Verhiltnis in 
der Wirkung der Safte auf Hefe und auf Bakterien zu bestimmen (vg. 
spater). 

Die ‘Triibungsmessung in der hier beschriebenen Weise wird an 
Genauigkeit von der Messung mit dem Nephelometer Kleinmanns (1%) 
tibertroffen. Von einer ausgedehnten Verwendung dieses Apparates 
ist vorlaufig Abstand genommen werden, da die Fehler, mit denen bei 
der Messung der bakterienwachstumsférdernden Wirkung gerechnet 
werden muB, noch nicht im Einklang mit seiner Prazision sind. Es hat 
sich aber in vorliufigen Untersuchungen gezeigt, daB die Triibungen 
der Bakterienaufschwemmungen auch mit dem Nephelometer gut 
gemessen werden kénnen. Zwei in der vorher beschriebenen Weise 


1) Die einmal hergestellte Standard-Koliaufschwemmung kann nach 
Zusatz von einigen Tropfen Formalin mehrere Tage aufbewahrt werden. 
Bei Benutzung dieser Standardaufschwemmung kann die fiir den 
einzelnen Versuch benétigte filtrierte Aufschwemmung der 24stiindigen 
Kulturen durch Vergleich der Triitbung im Mohrmannschen Apparat mit 
hinreichender Genauigkeit eingestellt werden. Es geniigt dann eine etwa 
wéchentliche kontrollierende Zihlung des von Versuch zu Versuch aul- 
bewahrten Standards. 
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auf Triibungsgleichheit eingestellte Bakterienaufschwemmungen haben 

nach dem Nephelometer eine Differenz von etwa 15 Proz. ergeben. 

Die Paralleluntersuchung eines Saftes hat zu folgendem Ergebnis 

gefiihrt : 

er ae ae i ae ee a he a ae eee 1,5 cem 

Triibungsgrad nach Mohrmann gemessen. . . . . 208 170 Proz. 
Fe mittels Nephelometer gemessen. . . 210 148 =O, 


Demnach liegt der Verdopplungswert nach der gewéhnlichen Messung 
bei 2,68 cem, nach der nephelometrischen Bestimmung bei 2,76 cem. 


B. Die indirekten MeBmethoden, 


Der Gedanke, die Bakterienwachstumsférderung auf indirektem 
Wege unter Ausnutzung einer biochemischen Funktion der Koli- 
bakterien messend zu verfolgen, liegt nahe. Vom theoretischen Stand- 
punkte aus kann dagegen eingewendet werden, daB 1. der Vitamin- 
zusatz vielleicht nicht nur die Produktion des Ferments (durch Férderung 
des Bakterienwachstums), sondern auch den Fermentprozef selbst 
beeinfluBt, und da® 2. das Wachstum der Wirkung eines anderen 
Aktivators unterliegt wie der FermentprozeB. Es ist bekannt, dab 
gewisse fermentative Umsetzungen der Organismen durch Vitamine 
beschleunigt werden, und da8B z. B. die Hefegdérungsfirderer (Bio- 
katalysatoren) nicht mit dem hefewachstumsbeschleunigenden Faktor 
identisch zu sein brauchen. Man mu6 also experimentell priifen, ob 
eine der chemisch faBbaren Fermentfunktionen der Bakterien als 
Indikator fiir die Wachstumsférderung benutzt werden kann. Deshalb 
wurden die Saure-, Gasbildung und die reduzierende Fiahigkeit der 
Kolibakterien auf ihre Eignung zum Wachstumsindikator gepriift. 


Die Versuche sind hier hinsichtlich Sauerung und Garung negativ 
ausgefallen. Eine Proportionalitét zwischen Bakterienwachstum und 
Siuerung bzw. Girung hat beim Bacterium coli nicht festgestellt 
werden kénnen. Als besserer Indikator fiir das Wachstum der Koli- 
bakterien hat sich das Reduktionsvermégen erwiesen. 


Die Fahigkeit vieler lebender Bakterien Farbstoffe wie Methylenblau, 
Lackmus, indigoschwefelsaures Natron, Neutralrot u. a. zu reduzieren, ist 
seit langem bekannt. Das Reduktionsvermégen ist nach P. Hhrlich (12) 
eine Kardinaleigenschaft des tierischen und pflanzlichen Gewebes und Folge 
der Sauerstoffzehrung des Protoplasmas. Die ersten Versuche iiber Reduktion 
von Farbstoffen durch Bakterien stammen von Cahen, Spina-Roszahegyi 
{nach Schnabel (30)]. Cathcart und Hahn (9) haben die Wirkung verschiedener 
Bakterienarten auf Methylenblau studiert. Neisser und Wechsberg (22 
haben die Methylenblaureduktion zum Nachweis und zur quantitativen 
Bestimmung des aus Staphylokokkenkulturen gewonnenen Leucocidins 
benutzt; in ahnlicher Weise ist Schnabel bei seinen Studien iiber die Be- 
einflussung des Reduktionsvermégens der Pneumokokken durch Optochin- 
lésungen vorgegangen. Lipschitz und Bieling (8) haben mit Nitrokérpern 
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gearbeitet, die gewisse Vorteile zu haben scheinen. Die Methylenb): 
reduktion wird niéimlich nicht nur durch die Atmung der Zelle, sonc: 
auch von bestimmten toten Substanzen hervorgerufen (Thunberg); auBerde 
ist Methylenblau kein absolut wirkungsloser Kérper. Lipschitz hat zeige, 
kénnen, daB die Reduktion von aromatischen Nitroverbindungen zu Hy«j; 
oxylamin bzw. zu Amidokérpern durch lebende Zellen ihrer Atmung para|| 
verlauft, also als Atmungsindikator verwendet werden kann. Die Reakti 
ist jedoch nur bei farblosen Lésungen durchfiihrbar und dadureh in ihren 
Wirkungsbereich sehr beschriinkt. Frei von solcher Beschrankung ist . 

von Bieling angegebene Methode. Bieling (8) setzt zu dem die frische 
Bakterien oder Zellen enthaltenden Milieu nicht farbende Lésungen vor 
Nitroanthrachinon hinzu; die lebende Zelle wandelt durch ihre Atmung 
die Nitrogruppe des Anthrachinons iiber das Hydrazin zur Amidogruppe um: 
es entsteht Amidoanthrachinon, ein intensiv roter, lichtechter Farbst. if. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurde anfangs Methylenblau 
spater auch der von Bieling (8) angegebene Indikator benutzt. Uber di 
Methodik sei folgendes bemerkt: 

Die von Neisser-Wechsberg sowie von Schnabel gewahlte Anordnuny., 
d.h. die Ablesung nach bestimmten willkiirlich gewihlten Zeiten ist fii 
den vorliegenden Zweck nicht giinstig. Es hat sich als zweckmaBiger heraws 
gestellt, fortlaufend in einem durchsichtigen Wasserbade zu beobachten 
und fiir jedes Réhrchen die Reduktionszeit, d.h. die bis zur Entfirbung 
nétige Zeit (abgerundet auf Viertelminuten) zu ermitteln. Die Feststellung 
der Entfarbung bedarf einer gewissen Ubung. Leichter ais die vollstindiy: 
Entfarbung kann oft eine kleine Stufe vorher erkannt werden. Es ist auc! 
daran gedacht worden, durch Herstellung von Standardfarbliésungen 
bzw. einer Farbskala oder durch Benutzung des Halbzeitwertes die Ab- 
lesung des Resultates zu erleichtern. Diese Bemiihungen sind aber erfolg!.s 
geblieben, da die Farbe des Methylenblau durch die Bouillon und den Saft 
zusatz zu stark verindert wird. 

Es empfiehlt sich, den Versuch so einzurichten, daB die Kontrollaut- 
schwemmung etwa 20 Minuten bis zur vdélligen Entfarbung gebrauclit 
Als Versuchstemperatur ist 37°C gewahlt worden, da die Reduktion sons 
zu langsam vor sich geht. An Methylenblau wurde zu der gewéhnlichien 
Versuchsmenge (etwa 350 Millionen Kolikeime in 10cem Bouillon + Saft 
bzw. Wasser) 0,2 ccm der 0,5proz. wasserigen Lésung hinzugesetzt. Von 
Bedeutung fiir den Ausfall des Versuchs ist die gleichmaBige Durchmischung 
der Aufschwemmung und des Farbstoffs; bei ungeniigender Durchmischung 
besteht die Gefahr wechselnder Farbintensitét zu Beginn des Versuclis 
Zur Durchmischung wurden die Réhrchen fiinfmal langsam hin und be: 
geschwenkt. Die Reagenzgliser miissen gleich weit sein, nicht nur zweck- 
besserer Ablesung der Entfairbung, sondern auch weil breitere Reagenzglas 
die Reaktion zu verzégern vermégen (Schnabel). 

Infolge Luftoxydation entsteht an der Oberfliiche der sich entfarbenden 
Fliissigkeitssiule ein blauer Ring. Die Feststellung der Entfairbung kw 
auch bei Anwesenheit des Ringes erfolgen; stérend ist aber, daB schon be 
leichter Erschiitterung der Réhrchen, beispielsweise oft beim Umriiliren 
des Wasserbades blaue Streifen von der Oberflache gleichsam herunterfal!«1 
Die Bildung der blauen Ringe kann durch Uberschichtung mit fliissigen 
Paraffin unterdriickt bzw. stark gehemmt werden. Die Menge des Paraffin 
éles muB gleich sein, da es nach Schnabel nicht ohne EinfluB auf den zeitlichen 
Ablauf der Reduktion ist. Trotz der Vorziige der Uberschichtung 1! 
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Paraffinél wurde vielfach darauf verzichtet, um die Réhrchen spiiter noch 
mit anderen Verfahren untersuchen zu kénnen. 

Um das Ergebnis der Methylenblauversuche auf das Bakterien- 
wachstum beziehen zu kénnen, muBte zunichst bewiesen werden, 
da8 der vitaminhaltige Saft die Methylenblaureduktion nicht in stéren- 
der Weise beeinfluBt. Es konnte leicht gezeigt werden, daB die unter- 
suchten Safte allein nicht oder wenigstens nicht in einer Zeit reduzierend 
wirken, die fiir die Versuche in Betracht 
kommt. Mehr Schwierigkeiten bot die 
Frage, ob die Safte das Reduktionsver- 
mégen der Bakterien zu hemmen verméigen. 
Es hat schlieBlich festgestellt werden 
kénnen, daB die vitaminhaltigen Sifte 
die Reduktion im allgemeinen gar nicht 
oder erst bei einer Konzentration hemmen, 
die dem zehnfachen Wert der kleinsten 
noch wirksamen Vitaminmenge entspricht. 
Unter Umstiinden wird allerdings durch 
das Hemmungsvermégen des Saftes die 
Anwendung des Verfahrens unmdéglich ge- 
macht, z. B. beim SpinatpreBsaft. Das 
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Abb. 2. Bakterien- Wachstumsbeschleu- 


Hemmungsvermégen wird durch Kochen nigung durch steigende Mengen ent- 


atherten Rhabarbersattes, mit zwei ver- 
schiedenen Methoden gemessen. 


des Saftes nicht beeintrichtigt, es ist also 
nicht Wirkung eines Ferments, sondern 
wohl ein rein chemischer Vorgang. Sieht man von dieser Einschrankung 
ab, so ist die Ubereinstimmung der Ergebnisse des Methylenblau- 
reduktionsverfahrens mit den der friiher besprochenen eine vollstindige. 
Als Beispiel der gleichartig ausgefallenen Versuche diene Abb. 2 (Er- 
lauterungen s. bei Abb. 1). 

Der von Bieling empfohlene Indikator, das Nitroanthrachinon, hat 
gegentiber dem Methylenblau methodische Vorteile. Der durch die 
Reduktion des Nitroanthrachinon entstehende rote Farbstoff, das 
Amidoanthrachinon, besitzt eine intensive Farbekraft, ist bestandig und 
kann durch Benutzung einer leicht herzustellenden Farbenskala oder 
eines Keilkolorimeters quantitativ gemessen werden. Die mit diesem 
Verfahren gewonnenen Resultate entsprechen den tibrigen. Methodisch 
ist dieses Verfahren sehr fhnlich dem der Methylenblaureduktion. 
An Stelle von Methylenblau wird 1,0 ccm einer durch Kochen sterili- 
sierten Lésung von 1,0g Nitroanthrachinon auf 50 ccm Wasser hinzu- 
gesetzt. Die durch Umschiitteln durchmischten Réhrchen kommen in 
den Brutschrank oder in ein Wasserbad von 37°. Das Ergebnis wird 
mit Hilfe der Skala oder des Keilkolorimeters (vg!. Bieling) abgelesen, 
sobald deutliche Farbunterschiede nachweisbar werden; in der Regel 
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nach 30 Minuten. Farbunterschiede kénnen gut nur zwischen 4,0 wi‘ 
0,4 mg Amidoanthrachinon abgelesen werden. Verdiinnung starker g- 
farbter Réhrchen bedingt einen Fehler, der wahrscheinlich mit ihre: 
Triibung zusammenhingt. Auch diese Reduktionsmethode kann durch 
unspezifische Hemmungen beeintrachtigt werden. 

Ein kritischer Uberblick tber die zur Messung der Wachstums- 
férderung der Kolibazillen erprobten Methoden fiihrt zu folgenden 
SchluBurteil : 

Saiuerung und Girung sind — wenigstens fiir Koli — keine In. 
dikatoren der Wachstumsférderung. Das Ergebnis des Platten- 
verfahrens steht nicht im Verhiltnis zu dem erforderlichen Aufwand 
an Zeit und Mitteln. Die Zihikammermethode gibt bessere Resultate 
Bequemer und verlaBlicher sind der Sedimentierversuch und die Beob- 
achtung der Reduktion. Das Reduktionsverfahren mit Nitroanthrachinon 
ist dem mit Methylenblau tiberlegen. Am bequemsten und dabei aus- 
reichend zuverlissig ist die Messung des Triibungsgrades. 


IV. Experimentelle Untersuchungen iiber die bakterienwachstumsférdernde 
Wirkung von Fruchtsiiften, GemiisepreBsiiften u. a. m. 


Mit den eben beschriebenen Methoden ist die bakterienwachstums- 
férdernde Wirkung in verschiedenen Saften und Extrakten bestimmt 


worden. 

Es bestand zuerst die Absicht, entsprechend den bisherigen Ge- 
pflogenheiten von Klinik und Laboratorium das Optimum der Vitamin- 
wirkung herauszusuchen und als Grundlage der Messung zu benutzen: 
diese Absicht ist aber methodisch undurchfiihrbar. 


Um zur optimalen Wirkung zu gelangen, sind hohe Konzentrationen 
der Safte erforderlich; bei solchen Konzentrationen kann aber die Vitamin- 
leistung leicht durch den EinfluB der iibrigen Bestandteile der Siaifte iiberdeckt 
werden. Der Trockensubstanzgehalt der nach der iiblichen Laboratorium-.- 
vorschrift aus Rindfleisch und Pepton hergestellten Bouillon kann zu 5 Proz. 
angenommen werden ; es sind demgem&8 in 10 ccm Bouillon 500mg Trocken- 
substanz enthalten. Wiirde man beim Aufsuchen der optimalen Saft 
konzentration bis zu Mengen ansteigen, deren Trockensubstanz 10 bis 20 mg 
iiberschreitet, so kénmnte der Einwand, da8B Nahrstoffe und nicht vitamin- 
artige Korper in steigender Menge hinzugefiigt werden, nicht mehr a limirn 
zuriickgewiesen werden. 

Eine starkere Konzentration an Saft ist aber nicht nur wegen de! 
Méglichkeit einer interferierenden Férderung durch Niahrstoffe bedenklich, 
sondern auch wegen der Méglichkeit gleichzeitiger Anwesenheit von Hemm- 
kérpern. Von dem stérenden Einflu8 derartiger Kérper war bereits dic 
Rede. Man erinnre sich der Erfahrungen mit dem Reduktionsverfahren 

Bei der hohen Wirksamkeit der Vitamine ist anzunehmen, daB man bv 
Verwendung kleiner Mengen des wirksamen Prinzips, d.h. verdiinnt« 
Safte diesen Schwierigkeiten wird aus dem Wege gehen kénnen. Suc! 
man z. B. den Verdopplungswert auf, wie dies bei den auf Tabelle !!! 
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aufgefiihrten Saften geschehen ist, so betragen die Trockensubstanzmengen 
der nétigen Saftvolumina nur 2,3 bis 7,7 mg. Diese Mengen diirften gegen- 
iiber den 500mg Trockensubstanz der Bouillon nicht ins Gewicht fallen, 
obwohl natiirlich die Menge der Trockensubstanz nicht das allein Ent- 
scheidende ist. 

Doch nicht nur der methodischen Schwierigkeiten wegen ist der ur- 
spriingliche Plan geaindert und an Stelle des Optimums der Vitaminwirkung 
eine andere Grundlage der Messung, nimlich der ,,Verdopplungswert”™, 
gewahlt worden. Die Vitamine sind Minimumkérper im Sinne von Liebig. 
Sie beeinflussen tiberdies das anfangliche Wachstum stirker als das bereits 
weit fortgeschrittene. Es ist also auch innerlich begriindet, eine kleiner 
wirksame Menge herauszusuchen. DaB8 dies méglich ist, ist im vorigen 
Abschnitt bewiesen worden. 

Praktisch gestaltet sich jetzt die Messung der Vitaminwirkung 
wie folgt: Mittels einer Reihe, wie sie vorher bei der Triibungsmessung 
beschrieben wurde, wird der Verdopplungswert des Saftes festgestellt, 
d. h. es wird diejenige Saftmenge ermittelt, die bei der beschriebenen 
Versuchsanordnung, d. h. bei einer Impfmenge von etwa 350 Millionen 
Keimen in 10cem Bouillon innerhalb 4 Stunden die Bakterienmenge 
im Vergleich zum Wachstum in der Kontrolle zu verdoppeln vermochte. 
Diese Saftmenge betragt z. B. fiir den Saft I mit einer Trockensubstanz 
von 8,66 Proz.: 0,064cem; der Verdopplungswert entspricht dann 
einer Trockensubstanz von 0,0055g. Das folgende Protokoll mége 
die Ubereinstimmung der Ergebnisse von vier Paralleluntersuchungen 
in einem praktischen Falle und damit die Brauchbarkeit des Verfahrens 
illustrieren. 

Protokoll: Apfelsinensaft vom 1. II. Trockensubstanz = 5,33 Proz. 
Verdopplungswert wurde gefunden bei: 

a) = 0,043 ccm 
b) = 0,043 
c) = 0,046 
d) = 0,042 
Mittel = 0,044 cem = 0,0023 g Trockensubstanz. 


Es dirfte sich empfehlen, das dem Verdopplungswert entsprechende 
Volumen als Volumenwert zu bezeichnen und von dem Trockensubstanz- 
wert, d. h. der dem Verdopplungswert entsprechenden Trockensubstanz- 
menge zu unterscheiden. Fir Saft I betrigt also der Volumenwert 
0,064 cem und der Trockensubstanzwert 0,0055 g. 

Um von den fiir die verschiedenen Safte ermittelten Verdopplungs- 
werten zu einem zahlenmaBigen Ausdruck fiir die relative Wirksamkeit 
der Safte zu gelangen, muB zuniichst festgestellt werden, ob die Ver- 
dopplungswerte als fiir die Wirksamkeit der Siifte typisch heraus- 
gegriffen werden kénnen. Zu diesem Zwecke wurden fiir eine Anzahl 
Safte neben dem Verdopplungswert die durch verschiedene andere 
Mengen bewirkten Wachstumswerte ermittelt und in ein Koordinaten- 
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system eingezeichnet, in dem auf der Abszisse die Menge des Saft... 
und auf der Ordinate die Wachstumswerte aufgetragen sind. Hier): 
entspricht aber dem gleichmaéBigen Fortschreiten auf der Abszisse. 
achse eine in geometrische 
Progression abnehmene 
Saftmenge. Die so ent- 
standenen Kurven waren 
bereits nach dem Augen. 
schein einander so ahnlic!, 
daB es geniigen kann, eine 
von ihnen als Beispiel ab- 
zubilden, wie dies in der 
Abb. 3 geschehen ist. Dic 
Abb. 3 zeigt, daB die ein- 
zelnen Werte der Ordinate 
fir jede Abszisse befrie- 
digend beieinander liegen, 
und daB bei den gewahlten 
Abmessungen der Einheit 
z die entstandene Kurve in 


& 
8% dem untersuchten Bereich 


q .; : 
Abb. 3. Bakterien-Wachst bleunigung bei verschie- sich aufs engme einer 
denen Mengen Apfelsinensaft. Wachstumswert 1,0 — gleichseitigen Hyperbel an- 
Wachstum in der Kontrolle, 2,0 = Verdoppelungswert. . ae me 
Die Kurve ist nach Bestimmungen aus fiinf verschiedenen schmiegt. Unter Beriick- 
Versuchsreihen gezeichnet; die verschiedenen Reihen sind sichtigung der Tatsache. 
durch die Verschiedenheit der Zeichen angedeutet. daB die Saftmengen auf der 
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Abszisse in der angegebenen Weise in geometrischer Progression a)b- 
nehmend dargestellt werden, ergibt sich als analytischer Ausdruck 
dieser Kurve die Formel: 
me K 
~ loga —logx 

Es bedeutet hier y die Bakterienzahl im Vergleich zu derjenigen 
der Kontrolle, x die Menge des in 10 com Gesamtvolumen enthaltenen 
Saftes, K eine allgemeine Konstante und a eine fiir jeden Saft spezifisc he 
Konstante, die empirisch ermittelt werden kann. Aus der Diskussion 
dieser Gleichung ergibt sich wiederum, daB die Kurven der untersuchten 
Sifte einander geometrisch ahnlich sind. Also kann der Verdopplung:- 
wert ohne weiteres als Repriisentant der Wirksamkeit des Saftes be- 
trachtet werden. Was die Beziehung zwischen Ansteigen der Saftmeny: 
und Zunahme des Bakteriengehaltes betrifft, so hat sich in allen unter- 
suchten Fallen gezeigt, daB z. B. eine Vervierfachung derjenigen Sa‘t- 
menge, die den Verdopplungswert erzeugt, das Bakterienwachstum in 
allen untersuchten Fallen gegeniiber der Kontrolle ungefahr verdreifacht. 


y 
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Da die Wirksamkeit der Safte um so gréBer ist, je kleiner die fiir 

Verdopplung des Bakterienwachstums erforderliche Trocken- 
substanzmenge ist, so kann man zu einem zahlenmiBigen Ausdruck 
fir die relative Wirksamkeit dadurch gelangen, daB man die Siifte 
den Trockensubstanzwerten umgekehrt proportional setzt. Wenn 
also die Wirksamkeit eines Apfelsinensaftes mit dem Trockensubstanz- 
wert 0,0037 g willkiirlich mit dem Werte 100 angesetzt wird, so ist die 
relative Wirksamkeit von Saft I (Trockensubstanzwert = 0,0055 g): 

0,0037.100 | 67 
0,005 | 

Ist nun fiir die Wirksamkeit eines Saftes z. B. der Wert 1000 ge- 
funden worden, so bedeutet dieser Befund, daB der Saft 1000 zehnfach 
starker verdiinnt werden muB als die entsprechende Menge von Saft 100), 
damit gleiche Volumina beider Siafte dieselbe Wirksamkeit zeigen, 
oder mit anderen Worten: die Gewichtseinheit von Saft 1000 enthiilt 
zehnmal so viel wirksame Einheiten wie die Gewichtseinheit von 
Saft 100; es bedeutet dagegen nicht, daB eine bestimmte Menge dieses 
Saftes eine zehnfach gréBere Wirkung hat als die entsprechende Menge 
des Apfelsinensaftes mit dem Werte 100: denn, wie oben ausgefiihrt, 
wirkt jaz. B. das Vierfache derjenigen Saftmenge, die dem Verdopplungs- 
wert entspricht, nur etwa dreimal so stark wie die Kontrolle. 

Tabelle IlI enthalt eine Zusammenstellung tiber die fiir ver- 
schiedene Sifte in der eben beschriebenen Weise bestimmten und 
berechneten Werte. Die relative Wirksamkeit wird dabei auf Apfel- 
sinensaft 1 (Trockensubstanzwert = 3,7 mg) gleich 100 bezogen. 


Tabelle III. 





, Verdoppelungs- | Relative Wirksam 
hoon  ~ weal Trocken- wert in mg | keit berechnet nach 
, substanz Trockensubst. | d. Trockensubstanz- 
(Volumenwert) (Trockens werten und bezogen 
substanzwert) auf Nr.1l = 100 


Saft 
ccm Proz. 


0,061 6,10 3. 100 


Apfelsinensaft | 
- 2 0,044 5,33 2, 161 
u 


bei leicht alkalischer 
Reaktion (py = 7,9) 
gekocht .... 0,060 5,33 3. 116 
Apfelsinensaft 3 0,064 8,66 . 67 
Tomatensaft . . 0,078 6,42 ‘ 74 
Blumenkohl . . 0,115 73 ‘ 48 
Mohrriibensaft 

ie eam 0,008 68,00 , 69 


Eine Diskussion dieser Ergebnisse soll in einer spaiteren Publikation 
erfolgen. Immerhin sei hier schon erwihnt, daB es praktisch nicht 
nur auf die relative Wirksamkeit ankommt, die unter Zugrundelegung 
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der Trockensubstanz berechnet wird, d. h. auf den Trockensubstan.. 
wert, sondern auch auf die Mengen der Safte, die jeweils dem Organism. 
zugefiihrt werden kénnen, d. h. auf den Volumenwert. In 30 cei 
Apfelsinensaft (Nr. 3) und in 30g Mohrriibensaft (Rubio), d. h. in 
gleichen Mengen zweier Ausgangsmaterialien, die nach Tabelle III dic 
gleiche relative Wirksamkeit — bezogen auf die Trockensubstanz 
haben sollen, verhalten sich z. B. die zugefiihrten wirksamen Mengen 
wie 1:8, d. h. die Volumeneinheit Rubio enthalt achtmal soviel wirk- 
same Substanz wie die Volumeneinheit Apfelsinensaft (Nr.3). Ein: 
weitere Frage ist die nach den Beziehungen zwischen der Wirksamkeit 
der Safte und derjenigen der Ausgangssubstanzen; diese Frage diirfte 
z. B. beim Blumenkohlsaft bedeutungsvoll sein. Das Studium dieser 
Fragen und die Wirksamkeit einiger im Haushalt zubereiteter Nahrung: 
mittel sowie einiger fabrikmaBig hergestellter Speisen ist bereits in 
Angriff genommen worden. 


V. Experimentelle Untersuchungen tiber die Beeinflussung der bakterien- 
wachstumsférdernden Wirkung durch physikalische und chemische Agenzien. 

Zur Charakterisierung der bakterienwachstumsférdernden Substanz 
ist die Kenntnis der Beeinflu8barkeit ihrer Wirkung durch physikalische 
und chemische Agenzien von grundlegender Bedeutung. Es ist deshalh 
der EinfluB der Erhitzung, der Erhitzung unter Druck, der Erhitzung 


bei alkalischer Reaktion, des Alterns, der Trocknung, der Oxydation, 
der Atherextraktion, der Filtration und der Adsorption studiert worden. 

Erhitzung im Wasserbade von 100°C fiir 4 bis 1 Stunde andert 
die Wirksamkeit nicht. Diese Beobachtung hat in so zahlreichen Unter. 
suchungen bestiatigt werden kénnen, daB die Fruchisifte spaiter meistens 
nicht steril gewonnen, sondern nachtriglich im Wasserbade von 1())' 
sterilisiert wurden. 

Auch Erhitzung unter Druck im Autoklaven bei 130° C und 2 Stunden 
Dauer schwiicht die bakterienwachstumsférdernde Leistung nicht a! 


Dariiber folgende Protokolle: 

1. Ein ‘Veil Apfelsinensaft wird original, ein anderer nach zweistiindiger 
Erhitzen im Autoklaven bei 130° C mit dem Sedimentierversuch untersucht. 
Resultat: Der originale Apfelsinensaft zeigt das Vitaminminimum!') be: 
einer Konzentration von 0,28 Proz., der Autoklavensaft bei einer Kon- 
zentration von 0,27 Proz. 

2. Gewodhnlicher sterilisierter und im Autoklaven wie oben behande!t«! 
Gurkensaft wird mittels Triibungsmessung und Nitroanthrachinonredukt iv 
auf Bakterienwachstumsférderung gepriift. Es ergibt sich véllige Ube: 
einstimmung der Wirkung. 

1) Unter Vitaminminimum wird diejenige Saftmenge verstanden, be: 
der die erste deutliche Vitaminwirkung nachweisbar ist. Diese MaBeinheit 
ist spiiter durch den Verdopplungswert ersetzt worden (vgl. vorher). 
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Uber den Einflu8 halbstiindiger Erhitzung bei alkalischer Reaktion 
moge die folgende Versuchsreihe orientieren: 

Gleiche Teile WeiBkchlpreBsaft werden mit steigenden Mengen n/10 
NaOH auf verschiedene Alkalinitatsstufen gebracht. Die Reaktion wird in 
allen Versuchsproben elektrometrisch gemessen. Die alkalisierten Sifte 
werden eine halbe Stunde im Wasserbade auf 100° C erhitzt, mit n/10 HC! 
wieder neutralisiert und unter Beriicksichtigung der eingetretenen Ver- 
diinnung beziiglich ihrer wachstumsférdernden Wirkung nach dem Methylen- 
blaureduktionsverfahren gemessen : 


Ergebnis: 
Vitaminminimum im Ausgangssaft....... 0,2 Proz. 
bei Alkalisierung auf py = 7, 


7 x og 
1 bei einem . 


a | Saftgehalt 


2 . . « 
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Erhitzung bei alkalischer Reaktion fithrt demgemiS zu einer 
erheblichen, mit dem Alkalinitaétsgrad steigenden Schwichung der 
Wachstumsférderung. 

Altern bewirkt keine nachweisbare Veriinderung. Siifte, die 7 bis 
10Wochen im Zimmer gestanden haben, zeigen keine verminderte 
Wirksamkeit. 

Anders scheinen die Folgen der Trocknung mit nachfolgender 
Dampfsterilisation zu sein, wie der folgende Versuch zeigt: 

Je 10 cem Wei8kohlsaft werden teils original aufbewahrt, teils in einer 
Petrischale im Faust-Heimschen Apparat bei Zimmertemperatur getrocknet 
und im Dampftopf sterilisiert. Nach 6 Wochen wird der getrocknete Saft 
wieder in Lésung gebracht, auf das alte Volumen mit physiologischer Na(}- 
Lésung aufgefiillt und, ebenso wie der original aufbewahrte Saft, mit dem 
Methylenblaureduktionsverfahren gemessen. Resultat: Vitaminminimum 
im Ausgangssaft bei 0,2 Proz., im getrockneten Saft bei 0,75 Proz. 

Es ist hier zu einer betrichtlichen Abschwichung der Wirksamkeit 
gekommen; doch steht die gerade fiir solche Safte unerliBliche Nach- 
priifung des Ergebnisses mit einem direkten Me®Sverfahren noch aus. 


Der Einflu8 der Oxydation wurde in zweifacher Weise zu studieren 
gesucht, nimlich mittels Luftdurchleitung und mittels Zusatz von 
Wasserstoffsuperoxyd. Als Ergebnis kann folgendes festgestellt werden : 
Rharbarbersaft hat nach einstiindiger Luftdurchleitung unverminderte 
Wirksamkeit gezeigt. Die Proben, die mit verschiedenen Mengen 
Wasserstoffsuperoxyd versetzt und nach 24stiindigem Stehen eine 
halbe Stunde lang zwecks volistindiger Entfernung des Wasserstoff- 
superoxyds gekocht wurden, haben den Zusatz von 0,02 bis 0,2 Proz. 
des Merckschen Perhydrols ohne nachweisbare Schidigung ihrer 
Leistung vertragen. Die zur Priifung stirkerer Zusiitze angestellten 
Versuche sind nicht eindeutig ausgefallen. 
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Atherextraktion hat (bei Rhabarbersaft) keine Verminderung «. ; 
Wirkung hervorgerufen, und die Atherfraktion ist nach Abdunstuny 
des Athers und Extraktion mit Wasser frei von solcher Wirkung gewes) 

Filtration durch ein bakteriendichtes de Haénsches Membranfi) 
laBt die Wirksamkeit unvermindert. So hat beispielsweise ein Gurke)- 
saft original (Triibungsmessung) seinen Verdopplungswert bei 0,082 co: 
gehabt, und derselbe Saft nach Filtration durch ein de Haénschis 
Filter bei 0,094 cem. 

Die Einwirkung der Adsorption ist mittels Kaolin studiert worden 
und zwar in folgender Weise: 

16 ccm Apfelsinensaft wurden mit 3 g sterilisiertem Kaolin 20 Minuten 
geschiittelt und durch Zentrifugieren wieder vom Kaolin getrennt. Der 
iiberstehende klare Saft wurde mit dem Methylenblaureduktionsverfahren 
und dem Sedimentierversuch gepriift und mit einer Probe des Originalsaftes 
verglichen. Ergebnis: Nach dem Reduktionsversuch war das Vitamin- 
minimum im Original- und Kaolinsaft gleich, naémlich bei einer Konzentrat iv 
von 0,55 Proz.; nach den Sedimentierversuchen hingegen enthilt der 
Kaolinsaft nur einen Teil der Wirksamkeit des Originalsaftes. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde Tomatensaft und Rubio in der 
eben beschriebenen Weise mit Kaolin behandelt und mittels Triibungs 
messung untersucht. Dabei zeigten sich Originalsaft und Kaolinsaft gleich 
wirksam. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann eine Adsorption der wirksamen 
Substanz durch Kaolin bisher nicht angenommen werden. 

Der Kaolinadsorption wird bei spiiteren Versuchen noch besonder: 
Aufmerksamkeit zuzuwenden sein; nach dem Ausfall anderer Unter 
suchungen erscheint es nicht unméglich, daB bei bestimmt gewihlten 
Mengenverhiltnissen mit Kaolin oder einem anderen Adsorbens ein 
Trennung verschiedener wirksamer Prinzipien erzielt werden kénnte, 
ahnlich wie Willstdtter durch Verwendung von Adsorbenzien die Trennung 
und Isolierung von Fermenten versucht hat. 


VI. Die spezifischen Eigenschaften des bakterienwachstumsférdernden Faktors. 

Die bakterienwachstumsférdernde Substanz, deren Wirkungen 11 
den vorhergehenden Abschnitten experimentell untersucht wurden, ist 
als Vitamin aufgefaBt worden. Der Nachweis fiir die Berechtigung 
dieser Deutung steht aber noch aus. 

Nach F. Hofmeister kann man die Vitamine (Funk) als Substanzen 
definieren, die trotz der auBerordentlich kleinen Menge, in der sie in 
der Nahrung auftreten, fiir das Wachstum und die Erhaltung (cs 
Lebens unentbehrlich sind. Hopkins versteht unter den akzessorische 
Niahrstoffen (,,accessory factors‘), die mit den Vitaminen identisch 
sind, Substanzen, die nicht zu den bisher bekannten Nihrstoffen gv- 
héren und fiir das Gedeihen eine maBgebende Rolle spielen. Nav 
Aron ist die biologische Wirkung der Extraktstoffe dahin zu umgrenzen. 
daB diese Stoffe den Anbaustoffwechsel mittels einer Reizwirkung in 
eminentem MaBe beeinflussen. 
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Die Bedeutung des bakterienwachstumsférdernden Faktors fiir die 
Entwicklung der Kolibakterien ergibt sich aus folgender Uberlegung : 
0.044 cem Apfelsinensaft beschleunigen z. B. das Wachstum einer 
Bakterienaufschwemmung in Bouillon mit einer Impfmenge von etwa 
350 Millionen Keimen innerhalb vierstiindiger Wachstumsdauer bei 
37°C derart, daB die eingeimpfte Bakterienmenge gegeniiber dem 
Wachstum in Bouillon ohne Zusatz verdoppelt wird. Das Volumen 
von 0,044cem Apfelsinensaft entspricht einer Menge von 0,0023 ¢ 
Apfelsinensafttrockensubstanz. Da die im Apfelsinensaft enthaltene 
wachstumsférdernde Substanz vermutlich nur einen Bruchteil seiner 
Trockensubstanz ausmachen wird, so ist die Menge des wirksamen 
bakterienwachstumsférdernden Faktors noch sehr viel kleiner an- 
zunehmen. 

Die untersuchte Substanz ist also von maBgebender Bedeutung 
fir das Bakterienwachstum und wirkt bereits in einer im Verhiltnis 
zur Leistung bemerkenswerten Kleinheit der Menge. Die vorliegenden 
experimentellen Ergebnisse erlauben daher, die Substanz als Vitamin 
oder akzessorischen Niahrstoff zu deuten, wenn man sich bei der Defi- 
nition dieses Begriffes an Hopkins und Aron anschlieBt. 

Zur Stiitze dieser Auffassung kann noch das Ergebnis der ,,Addi- 
tionsversuche“ herangezogen werden. Diese Versuche beruhen auf 
folgender Uberlegung: Wenn die bakterienwachstumsférdernde Sub- 
stanz ein Vitamin mit spezifischer wachstumsférdernder Wirkung ist, 
so miiBte es méglich sein, durch Addition gleich wirksamer Mengen 
zweier Safte, z. B. von Saft R und Saft T eine Wirksamkeit zu erzielen, 
die gleich 2 R bzw. 2 T ist: Dies hat in der Tat experimentell gefunden 
werden kénnen, wie folgende Protokolle zweier Additionsversuche 
zwischen Mohrriibensaft Rubio und Tomatensaft zeigen. Die Be- 
stimmungen sind Mittelwerte aus gut tibereinstimmenden Doppel- 
bestimmungen. 

1. Protokoll. Hin Teil Rubio ergibt bei der Triibungsmessung — 
die Kontrolle gleich 100 Proz. gesetzt — 188 Proz., die doppelte Menge 
224 Proz. Ein Teil Tomatensaft ergibt 185 Proz., die doppelte Menge 
227 Proz. Je ein Teil Rubio und Tomatensaft zusammen ergeben 
224 Proz. 

2. Protokoll. Hin Teil Rubio = 200 Proz., zwei Teile Rubio 
= 225 Proz. Hin Teil Tomatensaft = 217 Proz., zwei Teile Tomaten- 
saft = 281 Proz. Je ein Teil Rubio und Tomatensaft zusammen 
= 281 Proz. 

Das bakterienwachstumsférdernde Vitamin kann auf Grund der 
experimentellen Untersuchungen dahin charakterisiert werden, daf seine 
biologische Wirkung in der Beschleunigung des Wachstums verschiedener 
Bakterienarten besteht. Nach den friiher besprochenen Untersuchungen 
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handelt es sich bei der Wachstumsbeschleunigung nur um eine initia\, 
Férderung des Vermehrungsprozesses. Diese Wirkungsart erscheint 
zuniichst verwunderlich. Bei naherer Uberlegung kann sie aber gut 
erklirt werden, ja es zeigt sich, daB die Leistung eines wachstums. 
férdernden Faktors sich unter den gegebenen Bedingungen kaum anders 
manifestieren kénnte. Die absolute Wachstumsleistung einer ein. 
geimpften Bakterienmenge hingt — bei gleichen Bedingungen von 
Temperatur und Luftsauerstoff — von dem Wachstumstrieb der Imp. 
bakterien und den qualitativen und quantitativen Verhialtnissen ces 
Nahrsubstrats ab. Sind alle Bedingungen so gewahlt, daB das Bakterien- 
wachstum praktisch optimal verlauft, d. h. gem&é8B dem Wachstums. 
triebe der Impfbakterien, so kann man sich eine Férderung des Wachs- 
tums eigentlich nur in Form einer anfianglichen Beschleunigung vor- 
stellen. Denn Hand in Hand mit dem Wachstumsvorgang gehen 
Absterbeerscheinungen einher, und die Absterbeerscheinungen werden 
um so intensiver, je intensiver der Wachstumsvorgang wird. Dai 
die Bouillon fir die Kolibakterien aber praktisch optimale Wachstums.- 
bedingungen schafft, ist anzunehmen. 

Nun ist es auch denkbar, daB die Kolibakterien den wachstums- 
férdernden Faktor allmahlich in ausreichender Menge durch Synthes: 
selbst zu bilden vermégen, sowie daB sie ihn normalerweise iiberhau)! 
nicht benétigen. Setzt man den ersten Fall, so ist es vorstellbar, da! 
die Wirkung des von auf®en zugefithrten Faktors vor der Zeit ver- 
schwindet, nimlich sobald er in optimaler Menge durch Synthese der 
Bakterien gebildet ist; setzt man den zweiten Fall, so miBte eine 
unspezifische Reizwirkung als Erklirung der initialen Wachstums- 
forderung angenommen werden. Gegen die Annahme einer unspezi- 
fischen Reizwirkung sprechen unter anderem die neuen Untersuchungen 
von Leichtentritt und Zielaskowsky mit Nahrbéden aus chemisch reinen 
Korpern ; die Frage der synthetischen Bildung des wachstumsférdernden 
Faktors durch die Bakterien selbst hat fiir diese Betrachtungen kein 
spezielles Interesse, so daB sich eine weitere Erérterung eriibrigt. So vic! 
mége aber noch gesagt werden: Eine absolute, spdter nicht ausgeglichen: 
Vermehrung der Bakterien durch den Zusatz von wachstumsférderndem 
Vitamin erscheint am ehesten denkbar unter der Voraussetzung, dai 
das betreffende Bakterium das bestimmte Vitamin fiir das normale 
Wachstum benétigt und das Nahrsubstrat zwar das notwendige Aufbau- 
material enthalt, aber vitaminfrei ist. 

Die substantielle Beschaffenheit des bakterienwachstumsférdernden 
Vitamins kann vorliufig dahin umschrieben werden, daB das _ wirk- 
same Prinzip vollstindig unldslich in Ather, léslich in Wasser und 
gegeniiber physikalischen und chemischen Einfliissen sehr resistent is! 
Eine Verminderung der Wirksamkeit dieses Faktors ist bisher mit 
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Sicherheit nur durch Erhitzung bei alkalischer Reaktion méglich 
ge wesen. 

Die groBe Resistenz kann kein Hinderungsgrund gegen die An- 
nahme eines Vitamincharakters der Substanz sein, da andere allgemein 
als Vitamine gewiirdigte Stoffe, wie das Hefewachstumsvitamin und 
der antineuritische Faktor, sich ahnlich verhalten. Es liegt durchaus 
nicht im Wesen des Vitamins, daB es ein labiler Koérper sein muB. 

Der hier untersuchten bakterienwachstumsférdernden Wirkung liegt 
eine Substanz zugrunde, die als identisch mit dem bakterienwachstums- 
jérdernden Faktor des Citronensaftes von Leichtentritt und Zielaskowski 
angesehen werden kann. 

Nach den Plattenversuchen von Leichientritt und Zielaskowski 
hat ihr Faktor die gleiche biologische Wirkung gegeniiber Diphtherie- 
bazillen, Staphylokokken und anderen Bakterien und wird weder 
durch Hitze noch durch Erhitzung unter Druck bei saurer und alkalischer 
Reaktion, noch durch Liiftung oder Altern geschwicht. Nur durch 
Adsorption mit Kohle, Kaolin bzw. Talkum trat eine Verminderung 
der Wirkung ein. 

Die Unterschiede in der Resistenz gegeniiber physikalischen und 
chemischen Einfliissen, die im Vergleich mit dem Faktor Leichtentritts 
bestehen, scheinen nicht bedeutend genug, um hier zwei verschiedene 
Faktoren voraussetzen zu kénnen. Zweifelsohne ist die sogenannte 
Resistenz eines Vitamins ein komplexer Vorgang, bei dem das Milieu, 
z. B. dessen Reaktion, Salzgehalt, eine bedeutende Rolle spielt. Da- 
durch erklaren sich auch viele der Widerspriiche tiber die Resistenz 
der verschiedenen Vitamine, auf die man beim Studium der Vitamin- 
literatur st6Bt. Die Versuchsanordnung Leichtentritts ist so verschieden 
von der hier besprochenen, daB nicht ohne weiteres eine Gleichheit 
der Ergebnisse beziiglich der Resistenz erwartet werden kann. Es ist 
beabsichtigt, an anderem Orte auf diese Unterschiede naher einzugehen. 


VII. Die Beziehungen des bakterienwachstumsférdernden Faktors zu den 
anderen Vitaminen. 

Fir die Beziehungen des bakterienwachstumsférdernden Faktors zu 
den iibrigen bisher bekannten Vitaminen liegen zunichst drei Méglich- 
keiten vor: 1. Die auf das Bakterienwachstum wirkende Substanz ist 
in jeder Hinsicht ein spezifischer Faktor fiir sich und hat demzufolge 
besondere biologische Wirkung und besondere substantielle Beschaffen- 
heit. 2. Die auf das Bakterienwachstum wirkende Substanz ist mit 
dem wirksamen Faktor eines oder mehrerer anderer Vitamine verwanat ; 
es werden also bei ihr neben besonderer biologischer Wirkung mehr 
oder minder weitgehende Ahnlichkeiten nachzuweisen sein, d. h. Be- 
ziehungen vorliegen, wie sie etwa zwischen verschiedenen zucker- 
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spaltenden Fermenten, z. B. Invertase, Lactase und Maltase beste) 
oder zwischen verschiedenen Antikérpern oder zwischen zwei wass 
léslichen Arsenpraparaten, von denen das eine z. B. Salvarsan spirilloc:{ 
ist, das andere, z. B. kakodylsaures Natron, nicht. 3. Die auf da, 
Bakterienwachstum wirkende Substanz ist mit dem wirksamen Fak‘, 
einer oder mehrerer anderer Vitamine identisch, und die verschiede:, 
biologische Wirkung erklart sich durch die Verschiedenheit der ye. 
priften Organismen. Es wiirden also aihnliche Bedingungen vorlieg) 
wie beim antiskorbutischen Vitamin, dessen biologische Wirkung von 
der gepriiften Tierart abhingt (vgl. vorher). 

Die Feststellung der wirklich vorhandenen Beziehungen ist von 
theoretischer und praktischer Bedeutung. Sie soll im folgenden dadurc} 
versucht werden, daB8 die den verschiedenen Vitaminwirkungen zu. 
grunde liegenden Substanzen einer vergleichenden Betrachtung be. 
ziiglich ihrer Eigenschaften unterzogen werden. 

Die antiskorbutische und die bakterienwachstumsférdernde Wirkung 
zeigen sowohl hinsichtlich des Vorkommens in der Natur wie in de: 
BeeinfluBbarkeit einige Analogien aber viel Unterschiede. Die Ver- 
schiedenheit in der Hitzebestdndigkeit und vor allem in der Oxydierbarkei! 
fordern dazu auf, die diesen Wirkungen zugrunde liegenden Faktoren 
als nicht nur in der Leistung, sondern auch in der chemischen Be- 
schaffenheit verschieden anzunehmen. 

Die Besprechung der Beziehungen zur B-Vitaminwirkung mui 
davon ausgehen, daB dem B-Vitamin der friiheren Autoren gegenwiirtig 
verschiedene biologische Wirkungen zugesprochen werden, und dali 
deshalb der B-Vitaminkomplex in eine der Zahl der Wirkungen ent- 
sprechende Anzahl verschiedener Faktoren aufgeteilt wird (vgl. hierzu 
Aron-Gralka). Wieweit diese Aufteilung zu Recht besteht, werden 
spiitere Untersuchungen zu zeigen haben. 

Der antineuritischen Wirkung gegeniiber zeigt die bakterien- 
wachstumsférdernde so viel Verschiedenheiten hinsichtlich Herkunft 
und Beeinflussung, daB die den Wirkungen zugrunde liegenden Prin- 
zipien gleichfalls als materiell verschieden angenommen werden miisser 

Von den tibrigen dem Komplex des B-Faktors zugehérigen Wir- 
kungen ist die des Bios, das mit der Hefewachstumssubstanz identisch 
ist, relativ am besten charakterisiert. Ein Vergleich der Eigenschaften 
des Bios mit dem bakterienwachstumsférdernden Prinzip muB zu ce: 
Annahme fiihren, daB die diesen Wirkungen zugrunde liegenden Stoffe 
verwandt sind, daB sie sich jedenfalls ihrer substantiellen Beschaffenheit 
nach niher stehen als z. B. das antiskorbutische und das antineuritisc he 
Vitamin dem bakterienwachstumsférdernden Faktor. 

Fiir den Kliniker am interessantesten ist die Frage nach den Br- 
ziehungen des bakterienwachstumsférdernden Faktors zu den im Ticr- 
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versuch und beim Menschen wirksamen wachstumsférdernden Vitaminen. 
Die spezifischen Eigenschaften der diesen Wirkungen zugrunde liegenden 
Substanzen sind aber bisher am wenigsten studiert. Die experimentellen 
Unterlagen geniigen vorlaufig nur zur Feststellung des gemeinsamen 
Vorkommens in der Natur (Hefe, Vegetabilien, besonders Mohrriiben), 
sowie einer gewissen Stabilitaét gegeniiber héheren Temperaturen, 
Einengen im Vakuum und im warmen Luftstrom, Zusatz von Alkalien, 
Erhitzen in Gegenwart von Alkalien, Trocknen und Erhitzen unter 
Druck (Literatur s. bei Aron-Gralka). Doch schon diese Feststellungen 
erlauben es, die der Wachstumswirkung auf Bakterien, Hefe, Tier und 
Mensch zugrunde liegenden Prinzipien als untereinander verwandte An- 
gehdrige des B-Vitaminkomplexes zu betrachten. Beziiglich der Be- 
zeichnung des auf das Wachstum von Tieren und Menschen wirkenden 
Faktors, fir das Aron die Benennung Vitamin D wenigstens als Neben- 
bezeichnung gelten lassen will, ist zu bemerken, daB diese an und fiir 
sich schon nicht zu empfehlende Benennung zu der Annahme einer 
bisher nicht bewiesenen Identitaét zwischen Tier-, Menschen- und Hefe- 
wachstum férderndem Faktor verleiten kénnte. 

Die Verwandtschaft zwischen dem Vitamin, welches das Bakterien- 
wachstum beschleunigt und dem oder den das Wachstum der héheren 
Organismen férdernden, kann praktisch von groBer Bedeutung werden. 
Beide Vitamine kénnten so verwandt sein, daB es erlaubt wire, den 
Bakterienwachstumsversuch als Modell fir den komplizierten Versuch 
an héheren Organismen zu betrachten und die Messung von Praparaten 
mit wachstumsférdernder Wirkung statt am Tiere und an Menschen 
bei Bakterien vorzunehmen. Die bisher vorliegenden experimentellen 
Ergebnisse berechtigen noch zu keinem Urteil dariber, wie weit die 
Verwandtschaft der einzelnen wachstumsférdernden Vitamine geht. 
Theoretisch ist sowohl eine nahe Verwandtschaft wie eine Identitat 
denkbar. Der direkte experimentelle Beweis wird hierfiir schwer zu 
erbringen sein; denn es wird beim héheren Organismus auBerst schwierig 
sein, Bedingungen zu schaffen, unter denen das wachstumsférdernde 
Vitamin isoliert wirken kann. Jedenfalls wird es dort viel komplizierter 
sein als bei so niedrigen Organismen, wie es die Bakterien sind. So 
wird denn die weitere Forschung vorliufig auf die indirekte Beweis- 
fihrung, d. h. auf den Nachweis paralleler Wirkung bei Bakterien und 
bei héheren Organismen angewiesen sein. 

In dem Sinne eines Modells fiir eine andere Vitaminwirkung ist 
schon der Hefewachstumsversuch erprobt worden; man glaubte, wie 
bereits ausgefiihrt, ihn fiir die Messung der B-Vitaminleistung, d. h. 
hier der antineuritischen Wirkung, heranziehen zu kénnen. Diese 
Versuche sind miBgliickt. Ihr negativer Ausfall gestattet aber keinen 
Schlu8 hinsichtlich des vorher angedeuteten Planes. Denn zwischen 
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dem antineuritischen Vitamin und dem _hefewachstumsférdernd:n 
fehlen, wie man heute weiB, alle die Ahnlichkeiten hinsichtlich Wirkung 
und anderer Eigenschaften, die fir die wachstumsférdernden Vitamine 
nachgewiesen werden konnten. 


Vill. 


Den vorstehenden Untersuchungen hat die Absicht zugrunde 
gelegen, die Lehre von den wachstumsbeschleunigenden Vitaminen zu 
férdern. Was haben die Untersuchungen zur Verwirklichung dieser 
Absicht geleistet und in welcher Richtung sind sie fortzusetzen? Das 
Ziel, das erreicht scheint, ist die Ausarbeitung einer brauchbaren und 
handlichen MeBmethode fiir die Wirkung des bakterienwachstumsférdernden 
Faktors und die Feststellung einer Verwandtschaft dieses Vitamins mit 
den auf das Wachstum der Hefe und der héheren Organismen wirkenden 
Faktoren. Die Bedeutung zuverlissiger MeBmethoden fir die weitere 
wissenschaftliche Erforschung dieses ganzen Gebietes liegt auf der Hand. 
Das Ziel, das noch zu erreichen ist, ist die genauere Feststellung der 
Beziehungen zwischen den Wirkungen der verschiedenen wachstums- 
férdernden Vitamine. Vielleicht werden diese Feststellungen der 
Messung der hier untersuchten Vitaminleistung auch fir die Klinik 
Bedeutung verschaffen. Aufgabe zukiinftiger Untersuchungen wird es 
deshalb sein, weitere Vergleiche zwischen den Leistungen der einzelnen 
wachstumsférdernden Vitamine vorzunehmen, und zwar aut alle 
mdglichen Arten, im Reagenzglas, im Tierexperiment und mit klinischen 
Versuchen. Auch diese vergleichenden Untersuchungen werden durch 
die neuen MeBmethoden auf eine viel exaktere Grundlage gestellt. 
als es bisher méglich gewesen wiire. 

Auf einen anderen Weg fiir spitere klinisch experimentelle Ver- 
suche weisen die interessanten Beobachtungen von Lichtenstein uni 
Euler (23) hin, die eine Vitamindilanz bei normalem Zuwachs natiirlich 
ernahrter Siuglinge aufzustellen versucht haben. Es dirfte der Mie 
verlohnen, diese Versuche mit den hier besprochenen Methoden fort- 
zusetzen, da Untersuchungen dieser Art lehren kénnen, welche Menge 
einer Vitamingruppe dem Organismus unter normalen und _ patho- 
logischen Bedingungen zugefiihrt wird. 


Zusammenfassung. 
Die vorstehenden Ausfiihrungen beschaftigen sich mit dem Ausbau 


der Lehre von den wachstums- oder ansatzférdernden Vitaminen. 

Es wird der Vorschlag gemacht, die verschiedenen wachstums- 
férdernden Vitamine, d. h. die das Wachstum der Hefe, Bakterien 
und héheren Organismen férdernden Faktoren einer gemeinsamen 
Gruppe einzuordnen. 
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Die Grinde fir die Aufstellung dieser Vitamingruppe werden 
erortert. 

Als ersten Teil der geplanten Untersuchungen werden fiir einen 
Angehérigen aus der Gruppe der wachstumsférdernden Vitamine, 
nimlich fiir den  bakterienwachstumsférdernden Faktor, mehrere 
Methoden zur Messung seiner Wirksamkeit untersucht und niher 
beleuchtet. Als brauchbarste Methode hat sich die optische Auswertung 
der durch das Wachstum verursachten Triibung der Nihrlésung 
(,, Tribungsmessung*) erwiesen. Zur Messung der Wachstumsbeschleu- 
nigung ist als geeigneter Weg die Bestimmung derjenigen Menge be- 
funden worden, die in 4 Stunden bei 37°C die Aufschwemmung einer 
bestimmten Menge Kolibakterien gegeniiber der Kontrolle zu ver- 
doppeln vermag (,, Verdopplungswert“‘). Bezieht man den Verdopplungs- 
wert auf das Volumen des vitaminhaltigen Ausgangsmaterials, so 
gelangt man zum ,,Volumenwert“, bezieht man ihn auf die Trocken- 
substanz, so gelangt man zum ,,Trockensubstanzwert“. Von diesen 
Werten ausgehend, kann man durch einfache Rechnung einen zahlen- 
miBigen Ausdruck fiir die relative Wirksamkeit der Siafte hinsichtlich 
der Bakterienwachstumsbeschleunigung ableiten. 

Einige Ergebnisse derartiger Messungen werden mitgeteilt. 

Aus einer gréBeren Untersuchungsreihe tiber die Resistenz des 
bakterienwachstumsférdernden Faktors wird ein Auszug gebracht. 

SchlieBlich werden die spezifischen Eigenschaften dieses Faktors 
sowie seine Beziehungen zu den iibrigen Vitaminen besprochen. 


Literatur. 


Die unter Nr. 1 bis 5 aufgefiihrten Arbeiten enthalten umfangreiche 
Literaturnachweise; in ihnen sind die im Text erwahnten und hier nicht 
titierten Arbeiten zu suchen. 
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30) A. Schnabel, diese Zeitschr. 108, H. 4/6, 1920. — 31) A. Seidell, Journ. 
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Uber die Umwandlung von Glucal in Desoxyglucose 
im Kaninchenorganismus’). 


Von 
Masatoshi Kondo. 
(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 
(Eingegangen am 5. Juli 1924.) 


Zur naheren Kenntnis der Verbrennung der Kohlehydrate im Tier- 
kérper, so z. B. des Verhaltnisses zwischen der molekularen Konsti- 
tution der Zuckerarten oder auch ihrer réumlichen Konfiguration und 
ihrer Angreifbarkeit im Organismus, sollte immerhin das biologische 
Studium der vom Traubenzucker sich ableitenden Substanzen heran- 
gezogen werden. So kann der Organismus beim Diabetes z. B. unter 
Umstanden den Zucker sehr schwer oder nicht mehr angreifen, hingegen 
gelingt es ihm dabei verhaltnismaBig leicht, die ersten Oxydations- 
produkte, wie die Glucuronsiure, Gluconsiéiure, Zuckersiiure, Schleim- 
sure usw. zu verbrennen?®). 

Unter den Reduktionsprodukten des Traubenzuckers haben wir 
nunmehr das Glucal, das in seinem chemischen Charakterbilde eine 
auffallende Verschiebung von dem der Glucose zeigt, fiir unsere Ver- 
suche ausgewahlt. Diese Substanz wurde zuerst von EZ. Fischer*) auf- 
gefunden und in jiingster Zeit von seinen Schiilern M. Bergmann und 
H. Schotte*) rein dargestellt. Seine Strukturformel und demnach sein 
Zusammenhang mit Glucose wurden mithin endgiiltig festgestellt. 

(HO) HC Te 


=fon | H Bi at 


H o-+-m 
ay Sa oe eat 
H-C_O# u-b_oH 


d H,OH bx OH 
Glucose Glucal 
1) Vortrag, gehalten am 22. November 1922 auf dem ,,Biochemiker- 
Abend“: in Tokio. 
*) O. Baumgarten, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 2, 53. 


8) EB. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 47, 196, 1914. 
*) M. Bergmann und H. Schotte, ebendaselbst 54, 440, 1921. 
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Als Ausgangsmaterial. fir die Synthese von Glucal diente diy 
Acetobromglucose!), deren Darstellung auf der Einwirkung des Eisessig. 
Bromwasserstoffs auf die Pentaacet ylglucose (sehr sorgfaltig getrocknet |) 
beruht. Aus der Acetobromglucose wird das Triacetylglucal durch 
Essigsiiure und Zinkstaub leicht erhalten®). Die letzte Substanz wir 
schlieBlich mit absolut-methylalkoholischem Ammoniak verseift*) 

Das nach dieser Vorschrift bereitete reine Glucal zeigt kein 
Aldehydeigenschaften (Reduktionsvermégen, Hydrazonprobe usw.) ; es 
verhilt sich demnach nicht mehr wie Glucose. DaB die strukturel| 
Verschiebung von Glucose zu Glucal auch auf das biologische Verhalten 
irgend eine Verainderung auszuiiben vermag, ist a priori zu erwarten 
Auf Veranlassung von Prof. Dr. 7. Sasaki habe ich die Frage zw 
experimentellen Untersuchung herangezogen. Als Resultat ergab sich, 
daB das Glucal im Kaninchenleib als Desoxyglucose, wenn auch nur 
teilweise, im Harn ausgeschieden wird, wahrend die Glucose unter 
derselben Bedingung ganz verbrannt wird. 

Die 2-Desoxyglucose (Hydrat des Glucals) wurde in jiingster Zeit 
von M. Bergmann, H. Schotte und W. Lechinsky*) aus Glucal unter 
Einwirkung von verdiinnter Schwefelsiure nach achtstiindigem Stehen 
bei 0° C als schneeweiBes Pulver rein erhalten. Sie reduziert im Gegen- 
satz zu Glucal Fehlingsche Lésung in der Warme und bildet ein p-Nitro- 
phenylhydrazon (Schmelzpunkt 190 bis 191°). 





HC__§_. (HO)HC——_ 
| 
I oO ~ , 
HO—C—H Ho-t_H 
a vt il 
nto H H-+_0 H 
| 
CH,OH bu,0 H 
Glucal 2-Desoxyglucose 


Somit haben wir nunmehr eine interessante Wasseranlagerung an 
eine Substanz von Aldehydcharakter vor uns. 

Wir haben weiterhin die kiinstlich dargestellte Desoxyglucose den 
Kaninchen einverleibt. Dabei wurden etwa 7 Proz. der Substanz un- 
verandert als p-Nitrophenylhydrazon nachgewiesen. 

Im Jahre 1916 hat schon Balcar®) unter Leitung von Mathew 
die physiologische Wirkung des Glucals untersucht. Er hat mit ~- 


1) EB. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 49, 584, 1916. 

2) Derselbe, ebendaselbst 47, 199, 1914. 

8) M. Bergmann und H. Schotte, ebendaselbst 54, 440, 1921. 

*) M. Bergmann, H. Schotte u. W. Lechinsky, ebendaselbst 55, 158, 1922 
5) Balcar, Journ. of biol. Chem. 1916. 
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genanntem Barytglucal'), d. h. einem Gemenge von Glucal und Des- 
oxyglucose gearbeitet, was damals leider noch nicht klargestellt war. 
In bezug auf die Griinfarbung des Harns nach dem Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelsiure, die nach Balcar auf dem Auftreten des teil- 
weise unverandert ausgeschiedenen Glucals beruhen soll, konnte ich 
seine Angabe bestatigen, zumal da Desoxyglucose nach meinen Ver- 
suchen diese Reaktion nicht gibt. 


Experimenteller Teil. 
Versuche mit Glucal. 
Einem Kaninchen von 2500g wurden 10g Glucal auf einmal 
(in Wasser gelést) per os einverleibt. Es traten keinerlei Krankheits- 
erscheinungen auf*). Der tiber Nacht gesammelte Harn betrug 160 ccm). 
Der Harn war klar und gegen Lackmus fast neutral, im Gegensatz zu 
dem normalen, schmutziggelben getriibten Harn eines Kontrolltieres. 
Der Harn war optisch inaktiv, die Trommersche und Nylandersche 
Probe dagegen stark positiv. Der gesamte Harn wurde mit einer Lésung 
von p-Nitrophenylhydrazin in konzentrierter Essigsiure gefiallt und 
der Niederschlag nach einer halben Stunde abgesaugt. Der kristalli- 
nische Niederschlag betrug 0,9g. Zur Reinigung wurden die Kristalle 
mit 96 proz. Alkohol ausgekocht. Die Ausbeute betrug 0,5g. Die 
Substanz wurde im Vakuum bei 100° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und analysiert: 
0,0892 g Substanz; 0,1552 g CO,, 0,0465 g H,0O. 
0,1020 g Substanz; 13,2 ccm N (28,5°, 738,4 mm). 


Fir das 2-Desoxyglucose-p-Nitrophenylhydrazon : 


CH.CH,.CHOH.CHO|HH.CHOH.CH,OH 
= Cy. H,; O, N,; (299,13). 


N.NH.C,H,NO, 
Ber. C 48,13, H 5,72, N 14,04. 
Gef. C 47,45, H 5,82, N 14,22. 

Mithin wurden etwa 3 Proz. des einverleibten Glucals als 2-Des- 
oxyglucose im Harn ausgeschieden. Das schén rétlich-gelbe, kristalli- 
nische Hydrazon ist schwer léslich in den meisten organischen Lésungs- 
mitteln. Die Mischprobe mit einem Hydrazon der synthetisch dar- 
gestellten Desoxyglucose ergab die Identitat. 


1) BE. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 47, 196, 1914; M. Bergmann 
und H. Schotte, ebendaselbst 54, 440, 1921; H. Schotte, ebendaselbst, 8.1564. 
2) Eine kleine Probe des Harns, die einige Stunden nach der Einver- 
leibung entnommen und sofort gepriift wurde, zeigte schon ein deutliches 


Reduktionsvermégen. 
3) Der weiter gesammelte Harn zeigte nicht mehr irgend ein Reduktions- 


vermoégen. 
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Nach einigen Tagen wurden demselben Tiere 10 g Glucal subkuian 
appliziert. Das Tier war munter. Der iiber Nacht gesammelte Harn, 
dessen Menge 200 ccm betrug, zeigte in chemischer und physikalisch«r 
Hinsicht ganz das gleiche Verhalten wie beim peroralen Versuch 
Die Ausbeute an p-Nitrophenylhydrazon betrug 0,65g, nach der 
Reinigung mit 96proz. Alkohol 0,4 g. Mithin entsprach die ausgeschic- 
dene Menge etwa 2 Proz. der einverleibten Substanz. Schmelzpunkt 
und Mischprobe ergaben, daB die Substanz ebenfalls das reine Hydrazon 
der Desoxyglucose darstellte. 

Darauf wurde der Versuch mit 10g Glucose bei demselben Ka- 
ninchen unter den ganz gleichen Bedingungen, sowohl bei der oralen 
als auch subkutanen Applikation angestellt. 

Das Resultat war, daB sie vollstandig vom Organismus verbrannt 
wurde. 

Die Versuche wurden noch einigemal wiederholt und ergaben fast 
dieselben Resultate. 

Versuche mit Desoxyglucose. 

Es wurden einem 3000 g schweren Kaninchen 3 g (pro Kilogramm 
1g) Desoxyglucose per os auf einmal (in Wasser gelést) einverleibt. 
Das Tier war immer munter. Der iiber Nacht gesammelte Harn betrug 
140 ccm und war fast neutral gegen Lackmus. Eine kleine Probe davon 
ergab, daB der Harn optisch inaktiv, aber Trommers und Nylanders 
Probe stark positiv war. Der iibrige gesamte Harn wurde mit einer 
Lésung von p-Nitrophenylhydrazin in konzentrierter Essigsaure gefillt. 
Die Menge des rohen Hydrazons betrug 0,55 g. Zur Reinigung wurde 
es mit 96proz. Alkohol ausgekocht. Das so gereinigte Hydrazon wog 
0,4 g. Es schmolz bei 190 bis 191° unter Zersetzung. Die Mischprobe 
mit dem aus der synthetischen Desoxyglucose dargestellten Hydrazon 
ergab die Identitét. Mithin wurden 7 Proz. der einverleibten Des- 
oxyglucose im Harn wieder nachgewiesen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der subkutanen und oralen Applikation des Glucals beim 
Kaninchen wurden 2 bis 3 Proz. der einverleibten Menge als 2-Des- 
oxyglucose im Harn nachgewiesen. 

2. Bei der oralen Darreichung der Desoxyglucose beim Kaninchen 
wurden 7 Proz. der einverleibten Menge unverandert im Harn nach- 
gewiesen. Desoxyglucose ist beim Kaninchen ungiftig. 
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Uber das Adsorptions- und Entgiftungsvermégen 
verschiedener Kohlearten. 


Von 
Kap-Soo-Lee. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1924.) 


Joachimoglu (1) konnte in quantitativen Versuchen zeigen, daB 
an Tierkohle adsorbierte Gifte (Strychnin) in groBen, mehrfach tédlichen 
Dosen Versuchstieren in den Magen-Darmkanal eingefiihrt werden 
kénnen, ohne da8 Intoxikationssymptome auftreten; daraus geht 
hervor, daB die adsorptive Bindung des Strychnins an die Tierkohle 
so fest ist, daB eine Verdriingung von der Kohle durch andere Ionen 
oder Molekiile wihrend der Passage durch den Magen-Darmkanal und 
als Folge davon eine Resorption des Giftes nicht in nennenswertem 
Grade stattfindet. Andererseits fand Keeser (2), daB bei der Verab- 
folgung von Salicylsiure, die an Kohle gebunden war, im Magen 
Darmkanal noch eine Verzégerung, bei der Verabfolgung von an Kohle 
gebundenem, aber sehr leicht von ihr zu verdringendem Jod nicht 
einmal eine Verzégerung der Resorption nachgewiesen werden kann. 
Es handelt sich auch bei der Adsorption von sehr gut adsorbierbaren 
Substanzen meist nicht darum, da8 tiberhaupt keine Verdringung 
stattfindet, sondern nur darum, daB sie und damit parallel gehend 
auch die Resorption der eingefiihrten Gifte auBerordentlich stark ver- 
zogert ist. 

Joachimoglu (1) stellte nun vergleichende Untersuchungen iiber das 
Adsorptionsvermégen verschiedener Kohlearten fiir Jod in vitro an und 
untersuchte auch ihr Entgiftungsvermégen fiir Strychnin im Magen-Darm- 
kanal des Hundes. Hierbei kam er zu dem in der folgenden Tabelle an- 
gefiihrten Ergebnis (s. Tabelle auf folgender Seite). 

Auf Grund dieser Unterschiede empfiehlt Joachimoglu, auBer der 
Bestimmung der Adsorptionsfihigkeit in vitro mit Jodlésung auch das 
Entgiftungsvermégen fiir die Kohlen zu priifen, die therapeutisch ver 
wendet werden. 

Diese Befunde wurden durch Untersuchungen von Keeser (2) bestiitigt, 
der fand, daB eine Parallelitét zwischen der Adsorptionsfahigkeit einer 
Kohle fiir Alkaloide und der fiir Jod in vitro sowie ihrem Entgiftungs- 
vermégen im Magen-Darmkanal des Hundes nicht besteht. 
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In bezug auf das Adsorptions- In bezuy auf das Entgiftungs 
vermégen fiir Jod in vitro steht vermégen beim Hunde steht 
an 1. Stelle | Carbo animalis ,Orange“ Knochenkohle gepulv. (Kak. 
baum) 
es Blutkohle ger. (Kahlbaum) | Carbo animalis ,Orange* 
> oe Carbovent | Carbo animalis (Merck) 

‘- | Carbo animalis (Merck) | Blutkohle ger. (Kahlbaum 
= a Buchenholzkohle (Kahl- Buchenholzkohle (Kahl- 
baum) baum) 

— io Carbo animalis puriss. sicc. | Carbo animalis puriss. sic: 
(Merck) (Merck) 

ee ee Knochenkohlegepulv.(Kahl- | Carbovent 
baum) 

- Soe Lindenkohle (Kahlbaum) Lindenkohle (Kahlbaum) 
—-. Carbo carnis purus pulv. Carbo carnis purus puly. 
(Merck) (Merck) 

* | Buchenholzkohle (Merck) Buchenholzkohle (Merck) 


Haben sich somit Unterschiede in der Adsorptionsfaihigkeit eine: 
Kohle in vitro und ihrem Entgiftungsvermégen fiir Kationen in vivo 
gezeigt, so taucht die Frage auf, ob auch entsprechende Differenzen 
zwischen der Adsorption des Jodanions in vitro und dem Entgiftungs. 
vermégen einer Kohle fiir andere, besser oder schlechter adsorbierbar 
Anionen in vivo gefunden werden. Zur Beantwortung dieser Frage 
untersuchte ich das Entgiftungsvermégen verschiedener Kohlearten fi 
Arsen und Salicylsiure im Magen-Darmkanal des Hundes. 


I. Adsorption von Natriumarsenit. 


20,0 mg Natriumarsenit wurden in 100,0 ccm Wasser gelést, mit 
variierenden Mengen der zu untersuchenden Kohleart versetzt und mit 
der Schlundsonde in den Magen des Versuchstieres gebracht. Im 
Glase verbleibende Reste von Kohle wurden mit Wasser nachgespiilt 
Darauf wurde der Urin des in einem Kiifig befindlichen Versuchstiere: 
24 Stunden lang quantitativ aufgefangen, filtriert und auf einem 
Wasserbade zur Trockne eingedampft. Nach Hinzufiigen von Kalium- 
permanganatlésung und Salpetersiure wurde wieder mit kleiner Flamme 
eingedampft. Nachdem die Masse abgekiihlt war, wurden 10,0 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure zugefiigt und wieder so lange erhitzt 
bis weiBe Dampfe aufsteigen. Nach erneutem Abkihlen wurden 60,0 ccm 
Wasser zugefiigt. Nach Erhitzen (8 Minuten) wurde filtriert und im 
Filtrat die Arsenmenge mit dem Marshschen Apparat bestimmt. 

Einigemal trat infolge zu groBer Kohlemengen Erbrechen des 
Versuchstieres auf. Diese Versuche wurden dann so ausgefiihrt, dal 
die Kohle und das Natriumarsenit mit Hackfleisch vermengt wurden 
Auf diese Weise gelang es ohne Schwierigkeit, den Hunden, die das 
Fleisch fraBen, die entsprechende Kohlenmenge zuzufiihren. Die in 
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dieser Art vorgenommenen Versuche sind in den nachstehenden Proto- 
kollen mit einem Sternchen (*) bezeichnet. 


Es bleibt noch zu erwahnen, daB zwischen jedem Versuch eine 


so lange Pause eingeschaltet wurde, daB die zugefiihrte Kohle im Kote 
nicht mehr sichtbar, also offenbar gréBtenteils ausgeschieden war. 





Tabelle I. Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum). 














Nr aie Natriumarsenit Kohle Stunde Har 8 aa 
kg mg g com mg 
l 6,7 20,0 2.0 1-24 700,0 2.00 
2 8,2 20,0 10,0 1—24 1050,0 0,11 
3 7,0 20,0 20,0 1—24 750,0 0,06 
*4 5,2 20,0 40.0 1—24 850,0 negativ 
5 8.0 20,0 30,0 1—24 1150,0 s 
6 8.9 20,0 25,0 | 1—24 1200,0 . 
Grenze: 25,0g Knochenkohle (Kahlbaum). 
Tabelle IJ. Lindenkohle (Kahlbaum). 
Nr. oat. Natriumarsenit Kohle Seende Harnmenge Proven ned 
kg meg 8 com mg 
1 8,2 20,0 10,0 1—24 1170,0 0,20 
2 8,7 20,0 20,0 1—24 1400,0 0,12 
*3 8,4 20,0 40,0 1—24 1070,0 negativ 
4 8,2 20,0 30,0 1—24 1100,0 0,07 
5 63 20,0 35,0 1—24 1100.0 0,04 
*6 6,0 20,0 40,0 loud 960,0 negativ 
Grenze: 40,0 g Lindenkohle (Kahlbaum). 
Tabelle III. Carbo animalis (Merck). 
Nr. bo Natriumarsenit Kohle Stunde Harnmenge Pane ned 
kg mg 8 ccm mg 
1 45 20,0 10,0 1—24 530,0 0,13 
2 5.0 20,0 20,0 1—24 500.0 0,07 
*3 8.2 20,0 40,0 1—24 1000,0 negativ 
4 8,0 20,0 30,0 1—24 500.0 Spur 
5 8.6 20,0 35,0 1—24 1300,0 negativ 
Grenze: 35,0g Carbo animalis (Merck). 
Tabelle IV. Bilutkohle gereinigt (Kahlbaum). 
|) Hunde | Pme w-4 Getund 
Ne. gewicht Natriumarsenit Kohle Stunde | Harnmenge A ae ra 
kg mg 2 ccm mg 
1 45 20,0 20,0 1—24 500,0 0,08 
*2 8,5 20.0 40,0 1—24 1300,0 negativ 
3 4.5 20,0 30,0 1—24 600,0 0,03 
4 | 4,9 20,0 35,0 1—24 1200.0 negativ 


Grenze: 35,0g Blutkohle gereinigt (Kahlbaum). 
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Tabelle V. Buchenholzkohle (Merck). 








Nr. ea | | Natriumarsenit Kohle Stunde Harnmenge —. 
| mg = ie _ = mg 
1 | 86 | 20 200 1-2 1400,0 0,20 
2 | 49 | 200 400 12% 1000.0 0,05 
"3 | 62 20,0 50,0 124 1000,0 negativ 
“4 | 48 | 200 45,0 124 700.0 0,02 


Grenze: 50,0g Buchenholzkohle (Merck). 


II. Adsorption von Natriumsalicylat. 


Zur Bestimmung des Verlaufs der Adsorption von Natriumsalicylat 
wurden variierende Mengen von Natrium salicylicum in 100,0 ccm 
Wasser gelést, mit 1 g der zu untersuchenden Kohleart versetzt und mit 
der Schlundsonde in den Magen des Versuchstieres eingefithrt. Darauf 
wurde der Urin der nachsten 24 Stunden quantitativ aufgefangen und 
in ihm die Salicylsiure qualitativ mit der Eisenchloridreaktion und — 
zur Kontrolle — auch in folgender Weise bestimmt: 50,0 ccm des zu 
untersuchenden Urins wurden mit 1,0 ccm verdiinnter Schwefelsiure 
angeséuert, dann dreimal mit je 60,0 ccm Petrolatherchloroform (3 : 2) 
im Scheidetrichter geschittelt. Das Petrolitherchloroformgemisch 
wurde dann abfiltriert, mit 20,0 ccm Aqua dest. und 2,0cem 1 proz 
Eisenalaunlésung versetzt und in einem Scheidetrichter geschiittelt ; 
darauf wurde die wisserige Eisenalaunlésung entfernt und so oft durch 
eine neue ersetzt, bis keine rotviolette Farbung mehr auftrat. 


Tabelle VI. Knochenkohle gepulvert een. 
































=e : 
Nr. saab | Kohle Hn ol | Stunde | Harnmenge | Selicyledure im 
ge & com Wee eae 

1 7,6 1,0 0,05 1—24 1700.0 negativ 

2 54 1,0 0,07 1—24 1150,0 ~ 

3 | 6,7 1,0 0,10 1—24 350,0 i 

4 | 6,5 1,0 0,13 1—24 1800,0 a 

5 | 65 1,0 0,16 1—% 1300,0 positiv 

6 | 49 | 10 0,15 1—24 1800,0 Spur 

7 85 | 1,0 0,14 1—24 1300,0 negativ 

Grenze: 0,14 g Natriumsalicylat. 
Tabelle VII. Lindenkohle (Kahibaum). 
} | | . . 2a Ta 

Ne. | gookhe | Koble | .itcvmee | seunge | Hamnmenge Salicylsaure im 
ee et. the See EN 8 com al 

1 63 10 | 010 | 24 | 15000 |  positiv 

2 6,1 1,0 0,09 —) - 500.0 | Spur 

3 i 6&7 1,0 0,08 1—24 | 17000 | negativ 


Grenze: 0,08 g Natriumsalicylat. 





Adsc 


Nr. 


oF Oboe 


G 





oO, Oho 





Pwre ] re 








Adsorptions- und Entgiftungsvermégen verschiedener Kohlearten. 345 


Tabelle VIII. 


Carbo animalis (Merck). 





Hunde: Natrium 
gewicht salicylicum | Stunde Harnmenge 


kg | & ccm 


Salicylsaure im 
rin 


6,0 o 0,10 ]—24 1100,0 negativ 
6,3 : 0,13 1—24 1200,0 o 

6,2 0,16 1—24 1200,0 positiv 
6,1 d 0,15 1—24 1000,0 ® 
6,2 0,14 1—24 | 1300,0 Spur 


Grenze: 0,13 g Natriumsalicylat. 





Tabelle IX. 
Blutkohle gereinigt (Kahlibaum). 





Hunde- » Nat . 
Nr qvetche Kohle z.. Stunde Harnmenge | Salicylsiure im 
, , ‘ Urin 
kg s ccm 


5,9 0 0,10 1—24 1150,0 negativ 
59 0,15 1—24 950.0 positiv 
6,0 t 0,13 1—24 1200,0 » 

6,0 : 0,12 1—24 1100,0 » 

5,7 ' 0,11 1—24 670.0 negativ 


Grenze: 0,11 g Natriumsalicylat. 


Tabelle X. 
Buchenholzkohle (Kahlbaum). 





Hunde- Kohl Natrium 
gewicht onte salicylicum | Stunde 
8 ccm 


Harnmenge Salicylsaure im 
Urin 


1—24 1300,0 negativ 
0,13 1—24 1500,0 positiv 
0,12 1—24 1300,0 
0,11 1—24 1700,0 Spur 


atriumsalicylat. 


Tabelle XI. 
Buchenholzkohle (Merck). 





Natrium 
salicylicum Stunde 
~ s ccm 


0 0,10 1—24 1300,0 positiv 
0 009 | 1-24 1200.0 : 

0 0,08 1—24 1500,0 Spur 
0 0,07 | 1—24 1340,0 negativ 


Grenze: 0,07 g Natriumsalicylat. 


Harnmenge Salicylsaure im 
Urin 
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Vergleichen wir das Bindungsvermégen der untersuchten Kohl. - 
arten fiir Natriumarsenit bzw. fiir Natriumsalicylat im Magen-Dar1. 


kanal des Hundes untereinander, so zeigt sich folgendes Bild: 


In bezug auf das Entgiftungsvermégen beim Hunde steht: 





fiir Natriumarsenit fir Natriumsalicylat 


an 1. Stelle | Knochenkohle gepulvert Knochenkohle gepulvert 
(Kahlbaum) (Kahibaum) 
oie Carbo animalis (Merck) | Carbo animalis (Merck) 
 —_—* Blutkohle ger. (Kahlbaum) | Blutkohle ger. (Kahlbaum) 
a. ae Lindenkohle (Kahlbaum) | Buchenholzkohle (KadAl- 
| baum) 
— Buchenholzkohle (Merck) Lindenkohle (Kahlbaum) 
ae oe — | Buchenholzkohle (Merck) 


Beziiglich des Bindungsvermégens der untersuchten Kohlearten 
fir Arsen bzw. Salicylsiure kénnen also keine Unterschiede gefunden 
werden; bei einem Vergleich der Adsorptionsfaihigkeit dieser Kohlen 
fir Jod in vitro mit ihrem Entgiftungsvermégen fiir Natriumarsenit 
bzw. Natriumsalicylat in vivo — sich folgendes: 





In bezug auf das Entgiftungsvermégen 
fiir Natriumarsenit bzw. Natrium 
salicylat steht 


In bezug auf das Adsorptions- 
vermégen fiir Jod in vitro steht 





an 1. Stelle 


| Blutkohle ger. (Kahlbaum) | Knochenkohle gepulvert 

| (Kahlbaum) 
“s | Carbo animalis (Merck) Carbo animalis (Merck) 
“a | Buchenholzkohle (KaaAl- | Blutkohle ger. (Kahlbaum) 

baum) 

“hao | Knochenkohie gepulvert Buchenholzkohle (Kahl- 

|  (Kahlbaum) baum) 
< Lindenkohle (Kahlbaum) Lindenkohle (Kahlbaum) 
ta Buchenholzkohle (Merck) Buchenholzkohle (Merck) 


Es zeigen sich hier die gleichen Unterschiede zwischen der Ad- 
sorptionskraft der untersuchten Kohlen fiir Jod in vitro und ihrem 
Entgiftungsvermégen fiir Strychnin in vivo, die Joachimoglu (I. c.) 
gefunden hat; dies zeigt folgende Gegeniiberstellung: 


In bezug auf das Entgiftungsvermégen steht: 











fiir Natriumarsenit bzw. Natrium- _ 
—. .... ES oe 
an 1. Stelle a Knochenkohle gepulvert | Knochenkohle gepulvert 
| (Kahlbaum) (Kahlbaum) 


Lindenkohle (Kahlbaum) 


Lindenkohle (Kahlbaum) 
Buchenholzkohle (Merck) 


" Buchenholzkohle (Merck) 


a | Carbo animalis (Merck) Carbo animalis (Merck) 
oa | Bhutkohle ger. (Kahibaum) | Blutkohle ger. (Kahlbaum) 
= = Buchenholakohle (Kahl- Buchenholzkohle (KaAl- 
baum) baum) 
5. 
6. 
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Die vorstehenden Untersuchungen haben also ergeben, daB — 
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Joachimoglu tiber das 
Adsorptionsvermégen fir Jod in vitro und das Entgiftungsvermégen 
fir Strychnin in vivo — keine Parallelitét in der Adsorptionskraft 
der untersuchten Kohlearten fir Jod in vitro und ihrem Bindungs- 
vermégen fiir Natriumarsenit bzw. Natriumsalicylat in vivo besteht, 
und daB das Entgiftungsvermégen fiir Strychninnitrat, Natrium- 
arsenit und Natriumsalicylat im Magen-Darmkanal des Hundes bei 
den untersuchten Kohlen parallel geht. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde die Entgiftungsfihigkeit verschiedener Kohlearten 
fir Natriumarsenit und Natriumsalicylat in vivo untersucht. 

2. Hierbei wurde eine Entgiftungsfahigkeit fir Arsen und Salicyl- 
siure gefunden, die mit der fiir Strychnin beobachteten tibereinstimmt, 
dagegen von dem Adsorptionsvermégen fiir Jod in vitro abweicht. 

3. Durch diese Befunde wird die Forderung Joachimoglus gestiitzt, 
die Kohlen, die therapeutisch verwendet werden, nicht nur auf ihre 
Adsorptionskraft fiir Jod in vitro, sondern auch pharmakologisch auf 
ihr Entgiftungsvermégen zu priifen. 


Literatur. 
1) G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 184, 493, 1923. — 2) EF. Keeser, 
ebendaselbst 144, 536, 1924. 




















Uber den Nachweis von Bilirubin und Urobilin in den Fizes 
mit Trichloressigsiure. 


Von 
D. Adlersberg und 0. Porges. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1924.) 


Fir den Urobilin- und Bilirubinnachweis im Stuhle bestehen 
mehrere Methoden, so die Schmidtsche Sublimatprobe, die Gmelin sche. 
Huppertsche, Schlesingersche Probe, die Eisenchloridreaktion nach 
Grigault, fir das Urobilinogen die Hhrlichsche Aldehydreaktion und 
dergleichen mehr. Fir praktische Zwecke hat sich vor allen anderen 
die Schmidtsche Sublimatprobe eingefiihrt, sie hat auch den anderen 
gegeniiber den Vorteil der einfachen Ausfiihrbarkeit und der Gleich- 
zeitigkeit des Nachweises beider Farbstoffe nebeneinander. 

Fouchet und Grimbert, sowie Vogl und Zins haben unabhingig 
voneinander die Trichloressigsiure zum Nachweis pathologischer 
Bilirubinimie empfohlen. Da sich uns diese Methode fiir ihren ur- 
spriinglichen Zweck gut bewihrte, so haben wir versucht, sie auch 
fiir den Nachweis von Bilirubin und Urobilin im Stuhle dienstbar zu 
machen. Wir haben unsere diesbeziiglichen Untersuchungen in der 
Gesellschaft fiir innere Medizin und Kinderheilkunde, Wien (Sitzung 
vom 19. Oktober 1922), kurz demonstriert. Die weiteren giinstigen 
Erfahrungen, die wir mit dieser Methode machen konnten, geben uns 
Veranlassung, sie an dieser allgemein zugiinglichen Stelle mitzuteilen 

Wir verwenden die Probe in drei Modifikationen: 

1. Man verreibt ein kleinerbsengroBes Stiick Fizes gleichmabig 
mit einer nicht zu geringen Menge 20proz. Trichloressigsiure, 1a‘ 
das Gemisch einige Stunden stehen, worauf die urobilinhaltigen Teilchen 
rétlich, die bilirubinhaltigen Stuhlpartikelchen griin erscheinen. 

2. Diese und die folgende Probe eignet sich ganz besonders fiir 
den Praktiker, weil sie in kiirzester Zeit das Resultat der Untersuchung 
bekannt gibt. — Man verfihrt wie unter 1. und filtriert sofort «a: 
Stuhltrichloressigsiuregemisch durch ein kleines Filterchen, analog 
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lem Vorgang von Vogl und Zins. Das Filter samt Filterriickstand 
vird vorsichtig in der Wirme getrocknet (iiber einer kleinen Flamme 
oder im Thermostaten), worauf die Stuhlteilchen rot bzw. griin gefirbt 
erscheinen. Hiufig nimmt auch das Filtrierpapier je nach dem 
Urobilin- bzw. Bilirubingehalt der Fazes einen rétlichen oder griinlichen 
Farbenton an. 

3. Man kann auch ein kleines, etwa hanfkorngroBes Stuhlstiickchen 
auf einem Objekttriger mit einigen Tropfen 20 proz. Trichloressigsiure 
m einem diinnen Brei verreiben und die Flissigkeit sofort tiber einer 
kleinen Flamme vorsichtig zum Verdampfen bringen. Nach erfolgter 
Trocknung kann dann das Priparat sehr bequem auch mikroskopisch 
untersucht werden, was von praktischem Interesse ist. Hiufig behalten 
aur vereinzelte Stuhlteilchen unverandertes Bilirubin, dessen Nachweis 
n solchen Fallen, wie schon Schorlemmer gezeigt hat, nur mikroskopisch 
méglich ist. 

Gegeniiber allen bisher tiblichen Proben hat diese Methode mit 
der Schmidtschen Sublimatprobe den Vorteil der Einfachheit und den 
der Gleichzeitigkeit des Nachweises beider Farbstoffe gemeinsam, 
gegeniiber der letztgenannten den Vorzug, daB man in 2 bis 3 Minuten 
das Resultat der Untersuchung erfahrt. Denn wenn auch Schlesinger 
und Newmann beobachtet haben, daB man die Schmidtsche Sublimat- 
probe durch Erwirmen beschleunigen kann, so nimmt sie, namentlich 
wenn sie in der tiblichen Weise ausgefiihrt wird, doch langere Zeit 
in Anspruch. 

Wir verwenden diese Methode seit nunmehr zwei Jahren im taglichen 
klinischen Betriebe, und sie hat sich uns in allen drei Anwendungs- 
arten (Schalen-, Filter-, Objekttragerprobe) sehr gut bewahrt. Fir 
rasche Orientierung ist vor allem die letzterwabnte Verwendungsform 
mu empfehlen. 

Zusammenfassung. 


Die Behandlung der Fiazes mit Trichloressigsiure ist ein bequemes 
Mittel, um in kiirzester Zeit das Vorhandensein von Urobilin bzw. 
Bilirubin im Stuhle nachzuweisen. 


Literatur. 


Fouchet und Grimbert, ref. im Zentralbl. f. Biochem. u. Bioph. 20, 
129 und 397, 1919. — Schlesinger und Newmann, Wien. klin. Wochenschr. 
1908, Nr. 10, 8. 309. — Schorlemmer, Arch. f. Verdauungskrankh. 6, 263, 
1900. — Vogl und Zins, Med. Klinik 1922, Nr. 21, 8. 653. Zins, Klin. 
Wochenschr. 1923, Nr. 21, 8S. 978. 


Biochemische Zeitschrift Band 150. 























Uber das Verhalten des an Kohle oder Kaolin adsorbierten 
Pracipitins und Agglutinins zu seinem Antigen. 


Von 
M. Eisler. 
(Aus dem staatlichen sero-therapeutischen Institut in Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1924.) 


In einer vor einiger Zeit durchgefiihrten Versuchsreihe') wurde 
das Verhalten verschiedener an Kohle gebundener Antitoxine zu ihren 
dazugehérigen Toxinen, und auch umgekehrt das der zuerst adsorbierten 
Toxine zu den entsprechenden Antitoxinen studiert. Es hat sich dabei 
gezeigt, daB alle die gepriiften Antitoxine, nimlich ein Antihimotoxin 
gegen das Lysin des Vibrio Kadikjé, ferner Tetanus- und Diphtherie- 
antitoxin durch die Adsorption an Kohle ihr Giftbindungsvermégen 
vollstandig verloren haben. Dieser Verlust dokumentiert sich nicht 
nur dadurch, da8 selbst, wenn die Kohle ein Vielfaches der zur Gift. 
neutralisation erforderlichen Serummenge an sich gerissen hat, keine 
Entgiftung stattfindet, sondern auch dadurch, daB eine solche Kohile 
weniger Toxin bindet als unvorbehandelte, und trotzdem giftiger ist 
als eine solche ; selbst wenn diese eine gréBere Quantitaét Gift gebunden 
hat. Die beiden letzteren Erscheinungen wurden in der Weise gedeutet, 
daB die Oberfliache der Kohle durch das unwirksam gewordene Anti- 
toxin besetzt ist, so daB sie an Adsorptionskraft verloren hat und die 
noch stattfindende Bindung viel lockerer ist. Trotz des Verlustes der 
antitoxischen Funktion war der artspezifische Charakter des Immun- 
serums, der in der chemischen Konstitution seiner EiweiBkérper be- 
griindet ist, erhalten; er lieB sich durch spezifisehe Bindung des ent- 
sprechenden Pricipitins erkennen. 

Das Verhalten der an Kohle adsorbierten Toxine war verschieden 
Wiahrend das Himolysin sowie im freien Zustande von dquivalenten 
Antitoxinmengen neutralisiert wurde, war zur Entgiftung des Diphtherc- 
und Tetanustoxins ein sehr groBer Antitoxiniiberschu8 nétig. 


1) Diese Zeitschr. 185, H. 4/6. 
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Durch die erwihnte Bindung des Pracipitins an mit Serum be- 
laiene Kohle war auch schon die ungestérte Reaktion zwischen einem 
der fallenden Antikérper und seinem Antigen festgestellt, shnlich dem 
untersuchten Hiamolysin und seinem Antilysin. Ein prinaipieller 
Unterschied, wie er frither zwischen Antitoxinen als Receptoren erster 
Ordnung nach dem Zhrlichschen Schema und den fillenden Anti- 
kérpern den Receptoren zweiter Ordnung gemacht wurde, laBt sich 
nach den Untersuchungen der letzten Jahre, die zuerst von franzésischen 
Autoren, nimlich von Ramon'), mit einer anderen Technik von Nicolle 
Césari et Debains®), ferner von Renaux*) und Schmidt*), yon deutscher 
Seite unter anderem von Scholz5) unternommen wurden, nicht mehr 
aufrecht erhalten. Bei beiden Arten von Antikérpern tritt als erste Phase 
des Prozesses eine Adsorption zwischen den beiden reagierenden Kom- 
ponenten ein, an die sich dann als zweite Phase weitere Veranderungen 
anschlieBen, die bei den Pracipitinen und Agglutininen in einer sicht- 
baren Fallung bestehen. Bei den Antitoxinen ist eine Flockung nur 
unter besonders giinstigen Bedingungen wahrnehmbar, sonst bleibt 
die Aggregatbildung unterhalb der Sichtbarkeitsgrenze. In allen Fallen 
diirfte aber derjenige ProzeB, der als sekundire Verfestigung der Toxin- 
Antitoxinverbindung bezeichnet wird, mit dieser Aggregatbildung in 
Beziehung zu bringen sein. Eine Ausflockung wurde bisher beim 
Diphtherie- und Tetanusgift beschrieben. Ich selbst konnte eine solche 
in nicht veréffentlichten Versuchen auch fiir das zu den Kohlenversuchen 
von mir verwendete Haimotoxin des Vibrio Kadikjé beobachten. 

Die vorliegenden Versuche beschaftigen sich insbesondere damit, 
das Verhalten der an Kohle adsorbierten Pracipitine, sowohl der fir 
tierisches als auch bakterielles Antigen und das der Agglutinine fiir die 
betreffenden Zellarten zu untersuchen. 


I. Bakterienpricipitine. 


Zur Herstellung wirksamer Bakterienextrakte wurden 16- bis 
18stiindige Agarkulturen von Typhus- oder Cholerabakterien mit wenig 
physiologischer Kochsalzlésung abgeschwemmt und zur Befreiung von 
den gelésten Nahrbodenstoffen scharf zentrifugiert. Die Bakterien- 
sedimente wurden wieder in Kochsalzlésung aufgenommen, 4 bis 
5 Stunden im Brutschrank und iiber Nacht bei ungefahr 6 bis 8°C 
gehalten und dann bis zur Klérung zentrifugiert. Die Abgiisse erhielten 
zur Abtétung eventuell noch vorhandener einzelner Keime einen ent- 


1) C. r. Soc. de biol. 1922 und 1923. 
®) Ann. Pasteur 1922. 

3) C. r. soc. de biol. 1923. 

*) Ebendaselbst 88. 

5) Centralbl. f. Bakt. I. O., 91, H. 1. 














} 
ti 


2 oe TG ata er 





a WO 
a 





352 M. Eisler: 


sprechenden Karbolzusatz (0,5proz.). Als Pricipitin dienten die Sera 
zweier Pferde, von denen eins mit Choleravibrionen injiziert worden 
war und einen Agglutinationstiter von 1: 20000 besaB, das ander 
mit Typhusbazillen vorbehandelt worden war und den Titer 1 : 400%) 
hatte. 

Je 0,1 g einer Knochenkohle') wurde mit je 0,lcem Typhus. 
oder Choleraimmunserum versetzt, das Gesamtvolumen mit physio- 
logischer Kochsalzlésung auf 2ccm gebracht und die Proben unter 
éfterem Umschiitteln 30 bis 40 Minuten bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Gleichzeitig wurde 0,1 g Kohle nur mit 2ccm Kochsaly- 
lésung versetzt und in der gleichen Weise behandelt. Nach Ablauf 
der angegebenen Zeit wurde die Kohle abzentrifugiert, die Sediment: 
dreimal mit Kochsalzlésung gewaschen, hierauf mit je 1 cem Cholera. 
oder Typhusextrakt versetzt und wieder unter éfterem Umschiittely 
durchschnittlich 40 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen 
Nach Entfernung der Kohle durch Zentrifugieren erfolgte die Priifung 
der klaren Abgiisse auf ihren Pracipitinogengehalt, indem verschiedene 
Mengen derselben mit je 0,1 ccm der beiden Immunsera versetzt wurden. 
Gleichzeitig wurde immer auch eine Probe des unvorbehandelten be- 
treffenden Extraktes zur Pricipitation herangezogen. Zur Kontrolle 
dienten bei den Versuchen mit Choleraextrakt der entsprechende Zusaty 
von Typhusimmunserum und umgekehrt. AuBerdem wurden natiirlich 
auch Extrakt- und Serumproben mit reiner Kochsalzlésung aufgestel!t. 
Saimtliche Proben blieben mehrere Stunden im Brutschrank, hierauf 
itiber Nacht bei Zimmertemperatur. Die Ablesung erfolgte am nachsten 
Morgen. In der folgenden Tabelle ist je ein Versuch mit Cholera- und 
Typhusextrakt wiedergegeben. Die Kontrollproben mit dem_ nich 
homologen Serum oder mit Kochsalzlésung waren zur Zeit der Ab- 
lesung immer vollkommen klar, so daB von deren Anfiihrung in der 
Tabelle abgesehen werden kann. 

Die angefiihrten Versuchsbeispiele lassen erkennen, daB mit spezi- 
fischem Priicipitin beladene Kohle keine Extraktbindung — bewirkt, 
sondern sich gleich der mit einem nicht spezifischen Pracipitin ver- 
setzten verhalt. Die nur mit Kochsalzlésung behandelte Kohle hat 
dagegen eine deutliche Verminderung des Pricipitinogens im Extrak' 
hervorgerufen. Die mangelnde Bindungsfaihigkeit der serumbeladenen 
Kohle ist aus der Besetzung ihrer Oberfliche zu erkliren. Jedenfall 
muB aus diesen Versuchen der SchluB gezogen werden, daB das Pri- 
cipitin durch die Adsorption an Kohle vollkommen unwirksam wird. 
Bemerkt sei noch, daB auch in Versuchen, in denen der Kohle selbs' 


1) Es war dasselbe Priiparat, das in den friiheren Versuchen (diese 
Zeitschr. 185) mit Toxin und Antitoxin verwendet worden war. 
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Menge des Extraktes 
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0.4 - nicht vorbehandelt 
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++ bedeutet deutliche Flockenbildung. 
++ bedeutet starke Triibung mit fehlender oder ganz geringer Flockenbildung 
+ bedeutet schwache Triibung. 
— bedeutet unverandert. 


0.2cem Immunserum zugesetzt wurden, um eine gréBere Pracipitin- 
menge auf deren Oberfliche zu konzentrieren, gar keine Bindung des 
Antigens beobachtet werden konnte. 


Il. Bakterienagglutinine. 

In dieser Versuchsreihe wurden wieder je 0,1 g Kohle mit je 0,1 cem 
der beiden friiher erwihnten agglutinierenden Immunsera oder mit 
reiner 0,85proz. Kochsalzlésung versetzt und in der gleichen Weise, 
wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben ist, vorgegangen. Nach 
viermaligem Waschen der Sedimente wurden diesen je 2ccm einer 
Typhusbakterienaufschwemmung hinzugefiigt, 2ccm derselben Auf- 
schwemmung ohne Kohle aufgestellt und alle vier Proben 3, Stunden 
unter éfterem Umschiitteln stehengelassen. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurden alle vier Proben kurz und mit geringer Tourenzahl zentrifugiert, 
so daB die Kohlenteilchen eben sedimentiert waren, in der Bakterien- 
aufschwemmung ohne Kohle aber nur ein ganz geringer Bodensatz 
entstanden war. Nun wurden die vom Kohlensediment getrennten 
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einzelnen Bakterienaufschwemmungen auf ihre Dichte miteinand:: 
verglichen. Es zeigte sich dabei, daB die mit Choleraserum oder reine 
Kochsalzlésung vorbehandelte Kohle keine Typhusbazillen adsorbic,) 
hatte, denn ihre Dichte war ganz gleich der der unvorbehandeltey 
Aufschwemmung. Dagegen war die Bakteriensuspension, welche mit 
der mit Typhusserum beladenen Kohle in Kontakt gewesen war, in 
allen diesbeziiglichen Versuchen deutlich heller. Die Unterschiece 
waren, wenn die Aufschwemmungen in gleichweite Réhrchen eingefiill! 
und nebeneinander gehalten wurden, ohne weiteres merkbar. Dic 
ersteren drei der erwahnten Flissigkeiten muBten in den einzelnen 
Versuchen zwei- bis fiinfmal verdiinnt werden, um den gleichen 
Triibungsgrad zu erreichen wie die letztere, d. h. also, daB die mit 
Typhusserum priparierte Kohle sicher Typhusbakterien an sich ge. 
rissen hatte oder, mit anderen Worten, daB das spezifische Bindungs- 
vermégen der Agglutinine auch nach ihrer Adsorption an Kohle erhalten 
geblieben war. 

Versuche, in denen statt Kohle Kaolin als Adsorbens zur Anwendung 
kam, ergaben das gleiche Ergebnis. Die Bindung der Typhusbakterien 
durch das mit homologem Serum beladene Kaolin war sogar noch 
starker als durch Kohle. Bemerkenswert ist es, daB die beiden ver- 
wendeten Kohlen- und Kaolinpraparate an und fiir sich keine irgendwie 
in Betracht kommenden Mengen von Typhusbakterien zuriickgehalten 
hatten, da nach Untersuchungen Friedbergers') gerade Typhusbazillen 
eine gute Adsorbierbarkeit durch Filtrierpapier zukommt, die er sogai 
zu einer Trennung von Kolibazillen benutzt hat. 

Wurden die mit Typhus- oder Choleraserum oder reiner Kochsalz- 
lésung vorbehandelten Kohlen mit einer Choleraaufschwemmung ver- 
setzt und wurde dann so wie in den oben beschriebenen Versuchen 
verfahren, so ergab sich folgendes: Die mit Typhusimmunserum 
praparierte Kohle hatte keine Choleravibrionen adsorbiert, denn dicse 
Aufschwemmung war gleich dicht mit der unvorbehandelten. Dic 
Aufschwemmungen, welche von der mit Choleraserum oder mit reiner 
Kochsalzlésung behandelten Kohle bewonnen wurden, waren deutlich 
dinner als die beiden friitheren. Die Dichte der Suspensionen schwankte 
in den einzelnen Versuchen. Zuweilen bestand zwischen Kochsalz- 
kohle und Choleraserumkohle kein wesentlicher Unterschied, zuweilen 
war letztere noch wirksamer als erstere. Bei Verwendung dichter 
Bakterienaufschwemmungen scheint die starkere Bindungskraft der 
Choleraserumkohle deutlicher zu werden. 

Daraus geht hervor, daB auch das Agglutinin fiir Choleravibrionen 
nach der Bindung an Kohle ebenso vollstandig wirksam bleibt wie 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1919, S. 1372. 
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das Typhusagglutinin, auch in dem Falle, wenn kein sehr deutlicher 
Unterschied gegeniiber der schon von reiner Kohle ausgeiibten Ad- 
sorption besteht. Denn es ist ja, wie aus der vollstandigen Wirkungs- 
losigkeit der Typhusserumkohle hervorgeht, zu beriicksichtigen, daB 
das Serum, wenn es nicht seine spezifische Bindungskraft bewahrt 
hitte, das Adsorptionsvermégen der Kohle an sich ginzlich aufheben 
wirde. Ferner zeigt sich in den Versuchen, daB Choleravibrionen im 
Gegensatz zu Typhusbakterien schon durch reine Kohle adsorbiert 
werden. Die leichtere Adsorbierbarkeit der Choleravibrionen dirfte 
vielleicht mit ihrem gréBeren Gehalt an leichter fillbaren Ejiweib- 
kérpern zusammenhingen. Zeichnen sich doch die Choleravibrionen 
durch ihre besonders leichte Aussalzbarkeit aus [Porges')], andererseits 
wurde durch Landsteiner und Uhliez®) festgestellt, daB die leichter 
aussalzbaren EiweiBkérper auch leichter adsorbiert’ werden. 

Ganz kurz sei noch die Frage berihrt, wie sich mit Bakterien 
beladene Kohle in ihrem Adsorptionsvermdégen fiir spezifisches Agglu- 
tinin verhalt. Fir Typhusbakterien scheidet diese Frage von vornherein 
aus, da sie ja, wie erwihnt, nicht von reiner Kohle gebunden werden. 
Durch Choleravibrionen, welche in merklichem Mabe von der Kohle 
adsorbiert werden, konnte eine Verstarkung ihres Bindungsvermégens 
fir Agglutinin nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. Es war 
ungefahr dasselbe wie das unvorbehandelter Kohle. Doch ist unter 


Beriicksichtigung der obigen Ausfiihrungen iiber die Wirkung des an 
Kohle adsorbierten Choleraagglutinins anzunehmen, daB die Cholera- 
vibrionen auch an der Kohlenoberflaiche ihre Bindungskraft be halten, denn 
sonst miiBte eine solche Kohle schwiicher Agglutinin binden als reine. 


Ill. Serumpricipitine. 


Die Versuche in den beiden vorhergehenden Abschnitten haben 
die Wirkungslosigkeit des Pricipitins und die erhaltene Bindungskraft 
des Agglutinins in denselben Immunseris nach ihrer Adsorption an 
Kohle gezeigt. Nun unterscheidet sich das Pracipitinogen aus Bakterien 
wesentlich von dem im Blutserum. Letzteres ist nicht von den nativen 
SerumeiweiBkérpern zu trennen, wahrend sich aus den Bakterien 
Kérper gewinnen lassen, die nur mehr tief abgebaute EKiweiBabkémmilinge 
darstellen und trotzdem bei der Priicipitation wirksam sind. Schon 
aus diesem Grunde war nicht ohne weiteres aus den bisher angefiihrten 
Versuchen ein SchluB auf das Verhalten der Serumpriicipitine zu ziehen. 

Um auch dieses festzustellen, wurden wieder je 0,1 g Kohle mit 
Mengen von 0,1 bis 0,2 ccm verschiedener pricipitierender oder normaler 


Kaninchensera versetzt, wobei das Flissigkeitsvolumen immer 2 ccm 


1) Porges, Centralbl. f. Bakt. I, 40, 1906. 
*) Landsteiner und Uhliez, ebendaselbst 40, 1906. 
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betrug, ferner die gleichen Kohlenmengen mit 2 ccm physiolog ise! 


Kochsalzlésung beschickt. Nach der tiblichen Behandlung und grit. 
licher Waschung kamen zu den Sedimenten je 2ccm einer Serui- 
verdiinnung, die in den einzelnen Versuchen zwischen dem Verhiltis 


von 1:50 bis 1: 600 schwankte. Nach Ablauf der Bindungszeit wid 
scharfem Abzentrifugieren der Kohle wurden abgemessene Menge 
der Serumverdiinnungen, welche in den meisten Versuchen bei fehlend« 
Bindung noch 0,001 cem Pferdeserum enthalten sollten, mit geeignet«n 
Mengen (0,05 bis 0,1 cem) spezifischen Pracipitins untersucht, zugleich mit 
einer entsprechenden Verdimnung von unvorbehandeltem Pferdeserum, 

In den zahlreichen Versuchen zeigte sich iibereinstimmend, daf 
die mit Pracipitin vorbehandelte Kohle sich ganz gleich wie die mit 
normalem oder einem nicht homologen Immunserum praparierte Kohli 
verhielt, und daB beide entweder tiberhaupt kein oder nur sehr geringe 
Mengen von Priacipitinogen gebunden hatten, denn die Reaktion trat 
in den von ihnen gewonnenen Abgiissen ungefaihr zu gleicher Zeit und 
in gleicher Starke auf wie in der unvorbehandelten Kontrollésung. 
Dagegen reagierte der AbguB, welcher von der nur mit Kochsalzlésung 
in Kontakt gewesener Kohle gewonnen war, schwicher als die drei 
anderen Fliissigkeiten. Also auch das Serumpricipitin war durch dic 
Adsorption an Kohle vollkommen unwirksam geworden. DaB eine 
Adsorption des Antikérpers tatsichlich stattgefunden hatte, konnt 
durch Untersuchung des ersten Abgusses nach dem Zentrifugieren 
festgestellt werden, der weniger Pricipitin enthielt als eine gleiche, 
aber nicht mit Kohle versetzte Verdiinnung des priicipitierenden Serums 
Wiahrend die Abnahme bei Verwendung von 0,2 cem pracipitierenden 
Serums nur angedeutet war, trat sie bei Zusatz von 0,1 cem Pracipitin 
schon deutlich in Erscheinung. 

Da immerhin nur geringe Pracipitinmengen an die Kohle adsorbicrt 
wurden, war es notwendig, auch héhere Verdiinnungen von. Pferde- 
serum zu verwenden, um auf jeden Fall einen Uberschu8 an Pricipiti- 
nogen, der eine Unwirksamkeit des Pricipitins hatte vortéuschen 
kénnen, zu vermeiden. Uberdies waren bei starkeren Verdiinnungen 
des Pferdeserums auch die Adsorptionsbedingungen giinstigere, wie sic! 
auch daran zeigte, daB unter diesen Verhaltnissen die Kohlenabgiisse doch 
etwas weniger Pricipitinogen enthielten als die unvorbehandelte Serum- 
verdiinnung. Aber selbst unter diesen giinstigen Versuchsbedingung: 
war keine Wirkung des an Kohle adsorbierten Pracipitins zu erkennen 


IV. Himagglutinine. 
Als vierte Gruppe von Antikérpern sind noch die Agglutinine fur 
rote Blutkérperchen in dieser Hinsicht zu besprechen. Zur Verwendung 
kam ein Hammelblutimmunserum, das durch Injektion von gewaschenen 
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Hamntelblutkérperchen von einem Kaninchen gewonnen war, und von 
dem noch lcem einer 1000fachen Verdiinnung 0,2 ccm einer 5proz. 
Aufschwemmung von gewaschenem Hammelblut innerhalb einer Stunde 
vollstindig agglutinierte. So wie in den friitheren Versuchen wurde 
wieder je 0,.1g Kohle mit 0,1 bis 0,2cem von diesem Hammelblut- 
immunserum oder yon anderem Kaninchenserum beladen, gut ge- 
waschen und dann mit 0,5 bis 1,0 ccm einer 5proz. Aufschwemmung 
von gewaschenem Blute versetzt. Nach 30 bis 40 Minuten Kontakt, 
wihrend welcher Zeit 6fters umgeschiittelt wurde, wurden die Réhrchen 
kurze Zeit schwach zentrifugiert, so daB der tiberwiegende Teil der 
Kohle abgesetzt war. 

Von kleineren Schwankungen abgesehen, bot eine Reihe der- 
artiger Versuche iibereinstimmend folgendes Bild: Nach dem Zentri- 
fugieren enthielt die tiberstehende Fliissigkeit von der mit spezifischem 
Serum behandelten Kohle nur mehr Spuren oder meistens tiberhaupt 
keine Blutkérperchen mehr, sondern nur noch etwas Kohlenteilchen, 
Von der mit Kontrollserum versetzten Kohle lieB sich eine Flissigkeit 
gewinnen, in der neben Kohlenteilchen zahlreiche Blutkérperchen 
suspendiert waren, die der Flissigkeit eine rote Farbe verliehen. Die 
Sedimente mit Hammelblutimmunserum wiesen schon makroskopisch 
giéBere Teilchen auf als die Kontrollserumsedimente. Mikroskopisch 
waren in ersteren ebenfalls grébere Konglomerate, die auch Blut- 
kérperchen enthielten, waihrend in letzteren die Blutkérperchen zum 
groBen Teil zwischen den Kohlenpartikelchen lagen. 

Aus den angefiihrten Befunden lat sich entnehmen, daB das 
Immunserum nach der Adsorption an Kohle seine Agglutinationskraft 
bewahrt hatte. Denn nur dadurch ist es zu erklaren, daB nach gleich 
langem und starkem Zentrifugieren das Blut aus der tiberstehenden 
Fliissigkeit der Hammelserumkohle ganzlich oder zum groBen Teil 
entfernt war, in der Kontrollfliissigkeit aber noch reichlich enthalten 
war. Ja selbst, wenn die Aufschwemmung der Kontrollkohle noch etwas 
langer zentrifugiert wurde als die der mit spezifischem Serum be- 
handelten, enthielt die iiberstehende Flissigkeit der ersteren noch 
merkliche Mengen von Erythrocyten. Ferner lat sich das beschrie bene 
Aussehen der Sedimente nur in dem Sinne einer spezifischen Agglu- 
tinationswirkung bei der Hammelserumkohle deuten. 

Noch deutlicher waren die Befunde, wenn statt der Kohle Kaolin 
zur Adsorption benutzt wurde. Nach dem Zentrifugieren enthielten 
die tiberstehenden Flissigkeiten in dem einen Falle neben etwas Kaolin 
zahlreiche rote Blutkérperchen, in dem anderen nur geringe Mengen 
von Kaolin. Sehr deutlich war — wegen der weiBen Farbe des Kaolins — 
schon bei der makroskopischen Betrachtung der Unterschied zwischen 
den beiden Sedimenten wahrzunehmen. Das mit spezifischem Serum 
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beladene war an der Oberfliche stark rot, das ganze Sediment leicht 
rosa gefarbt. Der mit Kontrollserum versetzte Niederschlag war bioj 
an der Oberfliache etwas rot von den geringen, durch das schwach« 
Zentrifugieren niedergeschlagener Blutmengen, sonst aber weiB. 

In den Versuchen dieses Abschnittes wurde nur die Adsorptions. 
kraft der mit spezifischem oder einem Kontrollserum praparierten Kohile 
oder des Kaolins verglichen, nicht aber auch die der beiden nur mit 
reiner Kochsalzlésung versetzten Sorbenzien. Der Grund dafiir ist 
der, daB unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen sowohl Kohie 
noch viel mehr aber Kaolin eine Lyse des zugesetzten Blutes bewirkten, 
welche bei den mit Serum behandelten Praparaten vollstandig ausblicb 

Die himolysierende Eigenschaft des Kaolins ist bereits aus Ver- 
suchen von Friedberger und Kamagai') bekannt, ebenso deren Hemmung 
durch verschiedene Kolloide, wie Serumeiwei8kérper, Hamoglobin, 
Albumosen, Gelatine, Agar und Lecithin, nicht aber durch Cholesterin 
Also alle jene Substanzen, welche vom Kaolin adsorbiert werden 
und dessen Oberflache in hinreichendem MaBe besetzen, machen es 
fiir eine neue Adsorption ungeeignet. Auf einer Adsorption gewisser 
Bestandteile der roten Blutkérperchen beruht aber, wie auch Friedberger 
und Kumagai*) angenommen haben, der Eintritt der Hamolyse. 

Ganz ahnliche Erscheinungen konnte ich in meinen erwahnten 
Versuchen*) mit Kohle und Toxin-Antitoxin beobachten, indem z. B 
mit Antitoxin oder Normalseram beladene Kohle viel weniger Toxin 
an sich reiBt als unvorbehandelte. Auch in den vorliegenden Versuchen 
konnten solche Erfahrungen gemacht werden. Der Kohle kommt eine 
geringere himolytische Fihigkeit zu als dem Kaolin, wie speziell darauf 
gerichtete Versuche dargetan haben. Waurden z. B. je 0,1 und 0.03 ¢ 
Kohle oder Kaolin mit 0,5cem einer 5proz. Aufschwemmung von 
gewaschenem Hammelblut versetzt und unter 6fterem Schitteln eine 
halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen, so hatte 0.1 ¢ 
Kohle das zugesetzte Blut vollstindig gelést, 0,03 g aber nur mehr 
partiell, wogegen vom Kaolin auch noch 0,03 g zur volistandigen Lyse 
geniigt hatten. 

Unterblieb nach der Mischung von Blut und Adsorbens das 
Schiitteln, so hatte 0,1 g Kaolin trotzdem schon nach kurzer Zeit das 
zugesetzte Blut volistandig gelést, wihrend die Probe mit Kohle auch 
noch nach Stunden ganz unverandert war. Dabei vermochte 0)! ¢ 
Kaolin ohne Schiitteln immer wieder frisch zugesetztes Blut aufzuldsen 
Allerdings war bei einem vierten derartigen Zusatz die Lyse nicht mehr 
ganz komplett, beim sechsten nur mehr partieli. 


1) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 18, 1912. 
*) le. 
3) le. 
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Cbersicht. 


Aus den angefiihrten Versuchen liBt sich entnehmen, daB die 
fallenden Antikérper fiir geléstes Antigen, nimlich die Priicipitine, 
durch Bindung an Kohle inaktiv werden, die fiir Zellen, also die Agglu- 
tinine, unter denselben Bedingungen ihre Wirksamkeit behalten. 
Gleichgiltig ist es fir dieses Verhalten, ob es sich um Antigene bzw. 
Zellen aus dem Kreise der Bakterien oder um solche tierischen Ur- 
sprungs handelt, was mit Riicksicht auf den verschiedenen chemischen 
Charakter der betreffenden Antigene von Bedeutung ist. 

In diesem Zusammenhang sei hier nochmals ganz kurz auf meine 
bereits erwihnten Versuche') tiber das Verhalten mehrerer Toxine und 
Antitoxine hingewiesen. Das untersuchte Himotoxin hatte auch nach 
der Adsorption an Kohle sein Bindungsvermégen fiir Antitoxin voll- 
kommen, das Diphtherie- und Tetanustoxin nur mehr in sehr geringem 
Ma&e bewahrt. Diese Differenz kann nur in der verschiedenen chemischen 
Beschaffenheit der Toxine begriindet sein, da alle drei Antitoxine nach 
vorheriger Kohlenbehandlung vollstandig unwirksam waren, trotzdem 
in ihrer Aviditaét, wie zwischen Diphtherie- und Tetanusantitoxin ein 
wesentlicher Unterschied besteht. 

Aus beiden Versuchsreihen geht somit tibereinstimmend hervor, 
daB die mit geléstem Antigen reagierenden Antik6érper durch die Bindung 
an Kohle diese Reaktionsfahigkeit einbiiBten, die Antikérper, welche 
mit Zellen in Beziehung treten, sie behalten. Der Grund dieses Ver- 
haltens muB, da es sich dabei sogar um Antikérperfunktionen desselben 
Immunserums (Agglutinine und Pracipitine) handelt, im Zustande des 
betreffenden Antigens gesucht werden. Dabei ist noch zu_beriick- 
sichtigen, daB diese simtlichen gelésten Antigene von reiner Kohle 
in betrichtlichem MaBe gebunden werden, wiahrend z. B. Typhus- 
bazillen von Kohle oder Kaolin allein iiberhaupt nicht oder jedenfalls 
nicht in nachweisbaren Mengen adsorbiert werden. 

Interessante Beziehungen bestehen zwischen den beschriebenen 
Erscheinungen und denen, welche durch spezifisches Pracipitin in 
verschiedenen Immunseris hervorgebracht werden. Bekanntlich werden 
durch dieses bei Einhaltung geeigneter Versuchsbedingungen nicht nur 
Antitoxine, sondern auch Agglutinine unwirksam. Zur Erzielung dieses 
Effektes ist vor allem eine entsprechende Verdiinnung des antikorper- 
haltigen Serums notwendig, die ebenso auch fiir die Adsorption der 
Antikérper durch Kohle oder Kaolin erforderlich ist. 

Das Pricipitin greift an bestimmten Gruppen des EiweiBmolekiils 
an, unabhingig davon, ob dieses mit Antikérperfunktion versehen ist 
oder nicht, so daB auch, wenn letztere erloschen ist, wie z. B. durch 
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Kohlenadsorption, noch eine Bindung von Pracipitin stattfindet'), 
Auch die hier untersuchten anorganischen Adsorbenzien tiben ihre 
Wirkung auf das EiweiB des Serums und dadurch indirekt auch auf 
dessen Antikérper aus. Jedoch laBt sich aus verschiedenen Beob. 
achtungen*) schlieBen, daB individuelle Verschiedenheiten der Sera, 
wie sie vielleicht durch den Immunisierungsproze8 an dessen Eiwei\- 
kérpern hervorgerufen werden, fiir den Eintritt und das AusmaB soleher 
Antikérperverluste von Bedeutung sind. 

Trotz weitgehender Analogien zeigen sich also auch wieder Unter- 
schiede zwischen der Wirkung der spezifischen Priicipitine und cer 
untersuchten Adsorbenzien, wie namentlich aus dem verschiedenen 
Verhalten der Agglutinine bei beiden Prozessen zu ersehen ist. 


Versuchsergebnisse. 


1. Knochenkohle bindet mit spezifischem oder nicht spezifischem 
pracipitierenden Immunserum pripariert, nicht das homologe Pri- 
cipitinogen aus den betreffenden Bakterienextrakten im Gegensatz 
zu der nur mit Kochsalzlésung vorbehandelten Kohle, die eine merkliche 
Bindung bewirkt. Diese Versuche wurden sowohl mit Typhus- als 
auch Choleraextrakt und den entsprechenden Immunseris ausgefiihrt. 

2. Die mit denselben Seris vorbehandelte Kohle und auch ein 
ebenso behandeltes Kaolinpriparat waren imstande, Typhus- bzw. 
Cholerabakterien an sich zu reiBen, und zwar nur in spezifischer Weise. 
Die nicht homologen Keime wurden nimlich nicht beeinfluBt. Reine 
Kohle bzw. Kaolin adsorbieren zwar Choleravibrionen, nicht aber 
Typhusbazillen. 

3. Pferdeserumpricipitin vermag nach der Bindung an Kohile 
nicht mehr mit seinem Antigen zu reagieren. Eine solche Kohle verhilt 
sich gegentiber Pferdeserum so wie eine mit unspezifischem Serum 
vorbehandelte. 

4. Kohle bzw. Kaolin, die mit einem agglutinierenden Serum fiir 
Hammelblut in Kontakt waren, haben die Eigenschaft erlangt, die 
betreffenden Blutkérperchen an ihrer Oberfliche zu konzentrieren. 
Mit andersartigem Serum behandelte Kohle oder Kaolin waren unter 
den gleichen Bedingungen wirkungslos, ohne Serumzusatz lésten beice, 
Kohle in schwicherem, Kaolin in stirkerem Grade, das zugesctzte 
Blut auf. 


1) Kisler, 1. c. 
2) Hisler und Tsuru, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 56, 1910; Bleyer, 


ebendaselbst 38, 1922. 





